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الأهليّة للنشر والتوزيع 


ا ل ا ا 

امسيحة الاردنية الهائمية . عماك 

دوعص اللدى, خلف مصعوم القدد 
عات امشكم”5”: افاكد 42 64لات5: 


عو ان ا انان [الارون 


التقبّات المعمليّة 


في الهندسة الورانية 
5 احسيون الفيعا ب الع ا 


الطبعة العرييّة الأولى » ١999‏ 


5-6 , 5 
حثرى العم شه خنة 
2 1 2 


تصميم الغلاف : زهير أبو شايب / الأردن 


سكت م سوسس 3 


الس الا 
صف الكرني 


: ياقوت » عمان , هاتف 451114817 

أن مرجع" مط عضر لصمط كلل إه خم ملل مس رعوم مراع" الى 
إن الماحك نتمم "تدر مطل نبجلا ]كا كاقن11 احتلله كحرج “زه وكيم لحلل قا 
“لت 1[كةأانامر محل 


قا من لز “03 00 يي 
- جميع ا حقوق حفوظة 4 ديمح بإعاد و اد ار هدا الحساب 
2 2 0-1 اجر 5 الل 0 ٠‏ 
او اى جد منده. ا شحا فخ الأشكان 5 لاج يوؤدت خصى مسيع مم الناشر 3 


د.عبد الحسيين الفيصل 


فلات المعمات” 
في البندسة الور ل 


12601310157 '1 6611101165 2 
06011 8 


لي 


ا 
بس مله رص لحم 
وما أوتيتم من العلم إلا قليلا * 


( صدق الله العظيم ) 


مقدمةالكتاب 


لد تطور علم الوراثة كر وار سب تلا صا ا الحياة . 
ولا شك بأن الهندسة الورائية وتقنياتها المتطورة شكلتا ثورة بارزة تركت آثاراً 
واضحة على القرن العشرين . فقد تقدمت الزراعة بالوراثة ووفرت القوانين الوراثية 
الأساس العملي لإنتقاء الأصناف والسلالات النباتية الأكثر غزارة في الإنتاج 
والأفضل في ا محتوى وهو ما دفع بالزراعة قدماً نحو الأمام حتى أصبح الانتاج 
الزراعي هائلاً وضخماً أينما طبقت فيه التقنيات العلمية (والالية طبعاً) في 
الانتاج والتخزين . 

أما في المجال الصناعي فيكفي أن نقول بأن البايوتكنولوجي أصبح الركن 
الأساس في الانتاج الصناعي الطبي عبر استخدام تقنيات الهندسة الوراثية 
لانتاج الالاف من العقاقير الطبية والادوية والامصال وغيرها . هذا اضافة لخلق 
نوع جديد من الاعمال الا وهو توفير الادوات والمواد اللازمة لعمل 
البايوتكنولوجي والهندسة الوراثية . ويحفل العالم يومياً بأخبار نتائج أبحاث 
الهندسة الورائية بحيث أصبح لراما علينا أن نولج ارت 1 العالم فى مقرراتنا 
الدراسية وأن نوفر الامكانات النظرية والعملية لتحقيق ما يمكن الاستفادة منه 
في هذا الفرع الهام . 

ونظراً للأهمية الكبيرة هذه وضع هذا الكتاب ليوفر الطرق العملية للقيام 
بالتجارب العلمية والعملية في امختبرات اللناميكة والفخاص :ترسو امي قاما 
لطلبة الاحياء والزراعة والصيدلة لم فيه من طرق تخدم الاساس العملي لادة 
الوراثة الجزيئية والهندسة الوراثية والبايولوجيا الحزيئية . 


وفي النعام . .. 


أتمنى بأن أكون قد وفقت من خلال هذا الجهد المتواضع في إنارة شمعة 
بسيطة حول أحد أهم حقول المعرفة البايولوجية . 


ومن الله التوفيق . 


عمان - المملكة الأردنية الهاشمية 


١١/١ 


المقدمة. 8 5 : 1 0 /ا 


الفصل الأول : زراعة الخلايا لأغراض استخلاص الأحماض النووية 0 ١٠١‏ 
المواد اللازمة للعمل + 3 ال 22 رب 
ززاعة المكق يال عبيسيب 78 لت 
زراعة البكتريا لإستخلاص البلازميدات ا 00 
إنشاء مزارع عاثيات البكتريا 5535 >» 

دأولا #ترينة وكثير الغاقياق تكميات ضقية ين 
- ثانياً : تربية وتكثير العاثيات بكميات كبيرة مح 1 
انشاء مزارع الدم .0 ان 
انشاء مزارع نخاع العظم 5 8 ا 
انشاء مزارع الدم المتزامنة ف 
انشاء مزارع نسيجية من خلايا محفوظة ‏ . 1 بيغء 


انشاء مزارع نسيجية من أنسجة حية : 3 الل دن 


الفصل الثانى : إستخلاص 8لا( الخلايا سل ا ل شين 


المواة اللازة العم ميت بحيب لتسيييسياة 10 
اتتخلاصن :0108 البكتريا صبيص عب ص هت ب 6-6 فين 


- ترسيب ال 0118 22-2 00 
- تنقية ال 8لا0 من الاهلا8 ا سس 4ه 


استخلااص ملان] البلازميدات 2 3 1 ْ 66 


به8 


الموضوع الصفحة 


الاستخلاص المحدود ل 08/8 العاثيات 520330008 اله 

- الاستخلاص بالطرد المركزي الفائق مع ملح كلوريد السيزيوم __ لاه 

- تنقية نموذج ال 0/8 من بروميد الاثيديوم _... 3 
الاستخلاص الواسع ل 90/8 العاثيات 2 لك 
استخلاص ال 08/8 من تموذج دم _ 0022 58 1 
استخلاص ال ىلا0 من مزارع الدم أو مزارع نخاع العفل : 0 
استخلاص ال ملا من المزارع النسيجية ... 111 ز ةذ زذ 121100000 
استخلاص ال ىلا0 من الانسجة الحيوانية ‏ _ حب يوت ا" 
- استخدام المجانس الزجاجي لتحطيم الخلايا 0-7 ه>" 
- استخدام المجانس الكهربائي ..-... سحيب يسح 
قياس تركيز ال 0١08‏ في النماذج المستخلصة -- مععصيدة - 
تنقية محاليل ال 08/8 الملوثة سدس لع لكا بن 


الفصل الثالث : استخد ام الأنزيمات لتقطيع وتحوير وتضخيم ال 018 --- "١‏ 


مقدمة . . عد 58 قات قري 
أنزهات بلمرة الأحماض النووية سم ا - ؟/ا 
لزاع لكا سسصدسي د ني يت باه ممت ك0 
أثزفات العون مهب سيا يت 0 ان 
أنزهات الهدم 5-0 9 بده شد 58 0063 
أنزهات القطع من الطراز الثاني - اس ا ين 
عضن تفاع[ الأ تهات القاطة مم سييم ا د عو ا 11 
الخرائط الأنرمية ‏ - . 0-5 بت 


الموضوع 
تفاعل سلسلة البوليميريز 808 ل 
آلية تفاعل 6508 ل 3 ب 


تقاغل:868مة واقا هع ل يي 
تفاعل 805 مع قطع 0١/8‏ مختلفة ---------. - 


الفصل الرابع : الهجرة الكهربائية عبر هلام 3 
المواد اللازمة للعمل ب 
تحضير هلام الأجاروز 900.8 2-37 ب 
الهجرة الكهربائية عبر هلام الأجاروز 


تحديد الاوزان الجزيئية لقطع 00/8 مجهولة ...د 


تحضير هلام البولي اكرليمايد 112 تبح ا 
الهجرة الكهربائية عبر هلام الاكرليمايد د 
معاغة عاض الأى لتمانة عت 0 


الفصل الخامس : نقل نماذج ال هلا8 الى الاغشية-- 
مقدمة - 
طريقة نقل ال 0١/8‏ من الهلام الى الاغشية 
تثبيت ال 0/8 على أشرطة غشائية : 


الفصل السادس : تحضير المجسات الموسمة 0 
المواد اللازمة للعمل .- 0000000 


5 -  .  ةمدقم‎ 


الملوضنوع الصفحة 
توسيم المجسات بتفاعل ترجمة الثلم 00 
تحضير المجسات بتفاعل تصنيع البادئة العشوائي ١١‏ 
تحضير امجسات بتفاعل توسيم النهايات عت نا 
- توسيم النهاية الثالثة بنك 
- توسيم النهاية الخامسة . 55 6 
تحضير المجسات بإستخدام تفاعل 508 .. ١‏ 
الفصل السابع : تهجين الحامض النووي 08/8 . هن 
مقدمة_ ١1  _‏ 
المواد اللازمة للعمل : 3 # 
تهجين الأغشية بمجس موسم اشعاعياً دوس١‏ 
تهجين التحضيرات الخلوية م٠١‏ 
الطريقة الأولى : تهجين تحضيرات الخلايا الدموية ١8‏ 
- تحضير مجاميع الكروموسومات - ل م٠‏ 
- معاملة شرائح التجمعات الكروموسومية بالفورمالدميد ١4١‏ 
- تهجين شرائح التحضيرات الكروموسومية بمجس موسم اشعاعياً ١47‏ 
- تغطية الشرائح المهجنة بالهلام الفوتوغرافىي ‏ يب ١‏ 
- تظهير الهلام الفوتوغرافي ١‏ 
الطريقة الثانية : تهجين التحضيرات الخلوية الاخرى ١.5‏ 
- تحضير الشرائح الزجاجية اللازمة ١‏ 
- زراعة الخلايا فوق سطح الشرائح الزجاجية ‏ 0 
الفصل الثامن : بناء سلاسل ال 08/8 المتمم من جزيئات 8ل80م ١١‏ 


1١ 


ال موضوع 


- 


مقمدم 4 2 كك يش 


المواد اللازمة للعمل 0 لك 0 سا 

استخلاص الحامض النووي الريبوزي الكلي 8لا 
+_الطريقة الأولى: بتييصتب صحيجيب 
- الطريقة الثانية 2 . : 


بناء 6001/6 بإستخدام كقالب - 
عاناه اللميلة الأول جيم يعت 
ا ل 00 


داتلقة راع الوااا يم 
القفصل التاسع : بناء مكتبات المورئات «اا ديد ب ص ا 1 
مقدمة . 


بناء مكتبة مورثات بإستخخدام العاثي 4 
- تحضير قطع 00/8 بحجم 10 - 20 كيلو قاعده - 
- هندسة قطع ال 018 مع العاثي 810814 -.. 
- حساب كفاءة وحجم التعبئة والمكتبة --- 

بناء مكتبة مورثات بإستخدام البلازميد 322 588 ... - 


5 حساب كفاءة الكلونة 0 


طريقة فصل ال 108 -- جحمم 56 


تزه القيانة الدامية مله الور ل ا 


- ربط توصيلة 56081 الى نهايات جزيئات ال 0084 -. 


الموضوع الصفحة 


- تأهيل البكتريا 101 48 زامواع 000 كك 


- تحويل البكتريا 101 8ل أامن.ع لمحي 206 
الفصل العاشر : قراءة تسلسل ترددات ال قلاام اجطكي: 
المواد اللازمة للعما حناي _- 


- قراءة تسلسل ترددات ال 010/8 حسب طريقة ساغجر - كولسون . 00-١‏ 


مصادر 


١ 


الفصل الأول 


2 زر العا الخلايا لخر اص 
إستخلاص الاحماص النووية ,) 


)1ن ') 15511 ]!' 21210 1011111125 0) 
01 1159 ث3 3/1121 101 


١ ١ |‏ مواد عامة لازمة للعمل 2201 


1 - الأوساط الغذاثية : 
231 ا : 
10 غرام ع0 ام /- 85010 
5 عرام أعالاة أدمدع/ا-82610 
10 عرام اعولم 
5 غرام 82010-326021 
+ لتر ماء مقطر 7.2 881 - تعقيم 
37 85لا مره 1 : 
10 عرام ع0 1م/1- 83010 
5 غر ام أع لاع 51دع/[-82010 
0 غرام اعولا 
6 عرام 825010-23 
+ لتر ماء مقطر 7.2 1ا2 - تعقيم 
ه26 ها : 
10 عرام 10م لم - 10م وي 
5غر ام أع ألا أمدع/ا-م01 823 
0 غرام اع3قل "ا 
+ لتر ماء مقطر 6117.2 - تعقيم 
145ن3ع 55001110 جمعععط اننا (الااع الااط) : 
علبة باودر /01/51 تكفى لتحضير 10 لتر 
0 لتر ماء مقطر مؤين مناه 
0 غرام ومه 822 (داهمم) 


1١/ 


10.4 عرام اعولم 
0 سم3 بنسلين /ستربتومايسين 10.000 وحدة/سمة 
رشح الوسط الغذائي وعقمه من خلال الترشضيح عبر فلترات دقيقة 
جداً واحفظ الوسط في قناني 500 سم3 معقمة بدرجة حرارة -مٌ . كما يمكن 
شراء الوسط الغذائي جاهزاً . 
2 ظ52 5 لزهن100لاا : 
100 م3 (عامدع) لاعلا معطاته 
10 سم3 (انااع5 عمأباوط الجاع آ 
2سم3 ماصتانا وودسعطم )برطم 
اسم3 أم/10.0004 مأو لالصمامع 5 / معااتلممعم 
أسم3 ع صاصق ناو -ا 
035 سم3 عمأمودمعط دان 500 
جميع هذه أ اليل معقمة ويجري مزجها في وسط معقم . 
2 1640 النلاطظ : 
وسط غذائي جاهز ومعقم . 
2 ظطماتق الاعالة + 1640 اللاطط : 
100 سسم3 0 الاصمع 
70م لم3 راع اا 
2 سم3 3 ]نا|ت- ا 390 
0 سم3 لالااع5 ماألامط اجاعع 


2سم3 امث/نا 10.000 .أمع زأو/رومعم 


1/8 


2 - محاليل 
ع51 : 


/] 0.1 اع3لم 
/ا 0.05 1115-١‏ 


/ 0.01 ث6[اناعا 

فى لتر ماء مقطر - 8.0 00ا] 
ع1 : 

الام 10 ان - 15 

لاآم 1 شامع 

فى لتر ماء مقطر - 7.2 8!1 
1158-01 : 

0 0.21 امأتصصد ا 

لا 0.07 مو5مصناك 

ألا 0.05 2 15-0 

0.01 ك6[اناع 

ع لتر ماء مقطر - 18.0اط 
510 : 

58 غرام اعولا 

2 غرام 4 ا 

50 سم اه - 15 11/1 


2 عممصانواء 0 


فى لتر ماء مقطر - 2117.0 - تعقيم 


1 


©1105 560.2 : 
2 غرام مالتوز + 100 سمت ماء مقطر . عقم ا محلول بالترشيح عبر 

فلتر تعقيم لمرتين . 

اع13 900.9 (محلول فسلجي) : 

9 غرام 01ةل! في لتر ماء مقطر - تعقيم . 

ل 1قالاط1 (آلطا 10) : 

5 ملغرام ثايميدين + 100 سم 3 في لتر ماء مقطر معقيم . 

(/80 10) ع21ناع:1هطأاع1الة (1/7176) : 

5 غرام + 100 سمت3 ماء مقطر معقم . (صالح لمدة شهر واحد) 

3 - مضادات حيويه 

امسيلين عم [ااأعءاممم : 

0 ملغرام + 5 سم3 ماء مقطر معقم (ام/ون 50) 

كلورومفينكول امءاماطمصممرواط© : 

500 ملغرام + 5 سمت3 ماء مقطر معقم (ام/ون 50) 
4 - أنزهات: 

قرشي 02:6 

5 سم3 محلول تربسين 

5 سم3 محلول فسلجي 

في حالة الحاجة إلى اضافة 5018 للتربسين . يضاف 1 سمة من 
محول 18 0ع الا 0.01 . 
كو لا جينيز 111 عملا7 : 

عبوات جاهزة للإستعمال 100 وحدة/سم3 . 


"5. 


محلول هانكس 11855 : 


8 غرام لهاع الما 
000 ملغرام اعكا 
185 ملغرام 220 .029612 


5آ40 ملغرام ملإاطصق بوصنم معولم 


0 ملغرام دمم دما 
0 ملغرام 3 ولا 
0 ملغرام 720 .504 و١‏ 
1 غرام ©0105 
17 ملغرام مع امصعطط 


«- 


أذب في لتر ماء مقطر - 5817.0 - عقم المحلول عبر فلترات تعقيم . 
متفرقات أخرى 
كلوروفورم 

فينول 

أيزوأميل 
أيزوبروبانول 

ماء مقطر معقم 
مطهر 
جليسيرين معقم 


5١ 


زراعةالبكتريا 


1 -ازرع البكتريا المطلوس استخلاص مادتها الوراثية 010/8 على وسط غذائي 
صلب فى أطباق بتري . احضن الاطباق مقلوبة بدرجة حرارة 5م (أو الدرجة 
الحرارية المناسبة) لمدة 24 ساعة . 

2 انقل جزرء من واحدة من مستعمرات اليكتريا الو دورق بحجم 100 سه3 
3 - احضن الدورق بدرجة حرارة 37.5م (أو الدرجة الحرارية المناسبة) فى 
حاضنة هزازة عند درجة هز 200 دوره فى الدقيقة (000)) لمدة 24 ساعة . 

4 - خذ 1 سمتة من مزرعة البكتريا السائلة السابقة وانقله الى دورق 100 سم3 

يحتوي على 50 سم3 وسط غذائى سائل . 
5 - احضن دورق اليكتريا عند درجة حرارة 5م فى حاضنة هزازة بدرجة هز 
0 دوره فى الدقيقة حتى وصول الكثافة الضوئية للمزرعة الى قيمة 0.5 عند 
طول موجى 600 . 


ملاحلة : 


يمكن معرفة ذلك بأحد اسمت3 من المزرعة كل 5 دقيقة وقياس 


كثافته الضوئية عند طول موجي ملم 600 بإستخدام جهار مقياس 
الكثافة الضوئية :00100616م50661:0 (يكن الحصول على القيمة 
اللطلوية 563 48:5 ادكه خالا 


7 - اطرد الأنابيب مركزياً بقوة 2500 دورة في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 


55 


. 51 


9 - امزج حل | ال نماذج الخلايا ين أنابيب استخلااص زجاجية صلبة 
(/االاص) . احفظ بدرجة حرارة 4م حتى استخد امه في الاستخلاص . 
ملاحفئلة : 
يكن الحصول على 50 - 100 مايكروجرام (ون) من ال كلام 


بهذه الطريقة . وفي حالة الحاجة الى كمية اكبر من 00/85 يتم 
زيادة حجم كمية المزرعة المستخدمة في الخطوة 4 . 


لا 


زراعة البكتريالأستخلاص البلازميدات 


تناسب هذه الطريقة استخلاص العديد من البلازميدات مثل : 


4 مم . 65 م5مء 18 الهم . 19 لهم اضافة لبلازميدات كثيرة أخرى 

خصوصاً تلك التي تحمل مورث مقاومة مضاد حيوي معين . 

الطريقة الأولى : 

1 - ازرع البكتريا المطلوي استخلاص بلازميداتها في دورق حجم 50 سمة 
يحتوي على 20 سمة من وسط غذائي سائل (بروث) مقوى بمضاد حياتي 
مناسب (50 مايكروجرام /سم3) . 

2 - احضن دورق المزرعة بدرجة حرارة 37.5مم فى حاضنة هزازة بدرجة هز 200 


دوره فى الدقيقة لمدة 24 ساعة . 


3 - انقل 1 سمت3 من مورعة البكتريا الى دورق حجم 25 سم3 يحتوي على 10 
سم3 وسط غذائى سائل مقوى بالمضاد الحياتي بنفس التركيز السابق . 

4 - احضن دورق المزرعة بدرجة حرارة 37.5 م فى حاضنة هزازة بدرجة هز 200 
دوره في الدقيقة حتى وصول المزرعة الى كثافة ضوئية تساوي 0.5 عند طول 
وجى 210 600 (0.5 ع 0.0600) . 

5 - انقل محلول المزرعة الى أنابيب طرد مركزي . اطرد مركويا بقوة 2500 دوره 
في الدذقيقة لمدة 10 دقائق . 

6 - تخلص من الراشح وأذب راسب البكتريا بإضافة 0.5سمة من محلول 575 

7 - امزج راسب البكتريا جيداً مع محلول 518 وانقل جميع محتويات الأنابيب 
الى أنبوبة استخلاص زجاجية صلبة . 
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8 - احفظ النموذج بدرجة حرارة - 20 م حتى استخلاص البلازميدات . 
الطريقة الثانية : 


2 - احضن دورق المزرعة بدرجة حرارة 37.5 م في حاضةة هزازة بدرجة هز 200 
دورة فى الدقيقة لمدة 24 ساعة . 


3 - أضف إلى مزرعة البكتريا 15 س-مة من الوسط الغذائي السائل مع المضاد 
الحيوي كلورومفينكول بتركيز 50 مايكروجرام/سمة . 


البروتينات فى خلايا البكتريا ما يؤدي الى ايقاف انقسامها أو 
تخفيقن ندر عه كيرا نتتما عات شناعت البلةزميدارت نلك ها 
يؤدي لون الحصول على بكتريا ذات نسح عديدة من البلازميدات 5 


4 - احضن دورق المزرعة لفترة 4 ساعة اخرى تحت نفس الظروف السابقة . 
5 - انقل محلول المزرعة الى أنابيب طرد مركزي . 
6 - اطرد الأنابيب مركزياً بقوة 2500 دورق في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 


7 - تخلص من الراشح وأذب راسب الخلايا بإضافة 0.5 سمة من محلول 578 
لكل أنبوب . 


8 - امزج جيداً ثم أنقل محتويات الأنابيب الى أنبوبة استخلاص زجاجية 
ع 


9- احفظ النموذج بدرجة حرارة 4 : حدتى استخلااص البلازميدات 8 


هم" 


أنشاء مزارع عاثيات البكتريا(لامبدا) 


هناك العديد من سلالات بكتريا القولون 2.001 التى تستخدم لتربية وتكثير 
غاقااض لا فيح 1 كما أن هناك العديد من مشتقات هذا العاثي . لذلك 
فإنه سيتم الحديث عن تربية وتكثير العاثي 51-4 المشتق من العاثي لاميدا 
وبكتريا القولون 52392 ذامهن.ع كمضيف لها . يمكن الاستفادة من هذ الطريقة 
اعريية: اعنذاف ترق شرن الغ لباك ضرع قتويزالك بمعيظةة. 
أولا: ترييه وتكثير العائيات بكميات صغيرة: 
يتم الحصول في هذه الطريقة على كمية قليلة من العاثيات لأجل 
الفتعو ضبان السويعة للماةة الوراتية هناك عر من :للك عن 
الطريقة الأولى : 
1 - ازرع بكتريا القولون 52392 ذاوه.ع على وسط غذائي صلب في طبق بتري 


واحضنه يدرجة حرارة 37.5 م لمدة 24ساعة . 


2 - انقل جزء من واحدة من مستعمرات البكتريا الى دورق حجم 50 سمه 
3 - احضن الدورق بدرجة حرارة 37.5 م فى حاضنة هزازة بدرحة هز 100 ددره 
فى الدقيقة لمدة 24 ساعة . 


م 


4 - انقل 1 سم3 من محلول'البكتريا الى دورق حجم 500 سمة يحتوي على 
50 سسم3 وسط غذائى سائل : 
بدرجة حرارة 37.5 م حتى وصول الكثافة الضوئية حلول البكتريا الى قيمة 1 


عند طول موجي مرحم 600 (1 - 600 0.6 ) . 
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6 - خفف كثافة البكتريا في المزرعة بإضافة أربعة أمثال حجم الوسط الغذائي 
4 (الام 10) (حوالى 200 سم3 وسط غذائى جديد) . 

7-انقل 10 سوهت من محلول البكتريا الى كل من ثلاثة أطباق بتري فارغة 
55 

8- انقل مستعمرة واحدة من مستعمرات العاثي بواسطة ماصة باستور معقمة 


الى كل من أطباق البكتريا الثلاث . 


ملا احظة : 


تظهر مستعمرات العائيات على الوسط الغذائى كحلقات دائرية 
شفافة مقارنة مع مناطق الوسط الغذائي الاخرى 5 


لأجل نقل هذه المستعمرات بالماصة . اغرز نهاية الماصة الدقيقة فوق 
تجويف نهاية الماصة) وانقل المستعهرة الى أطباق البكتريا . 


9 - احضن أطباق الزراعة بدرجة حرارة 37.5 م في حاضنة هزازة بدرجة هز 150 
دورة فى الدقيقة لمدة 24 ساعة . 


مللاحلة : 


بعد 2 - 4 ساعات تصبح المزارع الناجمة عكرة المظهر وبعد مضي 7 


- 24 ساعة تبدأ خحلايا البكتريا بالتحليل وتظهر رواسب بيضاء فى 
قعر أطباق المزارع وكذلك تحول سائل المزارع الى الهيئة الرائقة . 


0 - أضف 1.5 سم3 من الكلوروفورم الى كل طبق من أطباق المزارع . 


1 - احضن الاطباق بدرجة حرارة 37.5 م لدقيقتين . 


يف 


2 - انقل محتويات الاطباق الى أنابيب استخلاص زجاجية صلبة نظيفة . 
احفظ بدرجة حرارة - 20 م حتى استخلاص ال ظلاما . 

الطريقة الثانية: 

1 - ازرع بكتريا القولون 52392 ذامه.ع على وسط غذائي صلب في طبق بتري 
واحفظه بدرجة 37.5 م لمدة 24 ساعة . 

2 - انقل جزء من مستعمرة واحدة من البكتريا الى دورق حجم 50 مسمة 
يحتوي على 20 سم3 وسط غذائي سائل (بروث) . 

3 - احضن دورق مزرعة البكتريا بدرجة حرارة 37.5 م فى حاضنة هزازة بدرجة 
هز 200 دورة في الدقيقة حتى وصول الكثافة الضوئية للمزرعة الى قيمة 0.5 
عند طول موجي 600 (0.5 - 0.0.600) . 

4 - انقل 200 مايكروليتر من مزرعة البكتريا الى ثلاثة أنابيب واسعة الفوهة . 
أضف 1 مايكروليتر من محلول العاثي للأنبوبة الاولى و 10 مايكروليتر من 
محلول العاثي الى الانبوبة الثانية و100 مايكروليتر للأنبوبة الثالثة . 

5 - أمزج محاليل الأنابيب الثلاثة واحضنها بدرجة حرارة 37.5 م للمدة 20 


دقيقة . 


6- أضف 3 سم3 من الوسط الغذائي نصف الصلب (:298 م750) الدافىء لكل 


77- امزج محتويات الانابيب جيدا وصب محتويات كل منها على سطح وسط 
غذائى صلب فى أطباق بتري . 


ملاحلة : 


قبت عدلاماتك :على أطباقة يعرى الكلاة مبيئاً تركير العنائينات 
المستخدمة (1 .100.10 مايكروليتر) . 
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8 - اترك أطباق المزارع بدرجة حرارة الغرفة لمدة نصف ساعة حتى تصلب الطبقة 
العلوية ثم حضنها بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 24 -- 48 ساعة . 

9 - افحص الاطباق الثلاثة . ان وجود دوائر شفافة يعني وجود مستعمرات 
العاثيات وكلما كانت الدوائر كثيرة العدد كبيرة الحجم كانت كمية العاثيات 


ححصدلة . 


0-- اضف 5سمة من محلول 50/1 الى كل طبق يحتوي على مزارع كثيرة من 
العاثيات . اترك الاطباق بدرجة حرارة الغرفة لمدة 2 - 4 ساعة لتمكين 
العاثيات من الانتشار من الوسط الغذائي الى محلول /51 . 

1 - اجمع محلول 514 (الذي يحتوي على العاثيات) في أنابيب استخلااص 
زجاجية صلبة نظيفة واحفظها بدرجة حرارة 4م حتى استخلاص ال ملام 
منها . 


ثانيا: تربية وتكثير العاثيات بكميات كبيرة: 

1 - انقل 1 سمت3 من مزرعة القولون 52392 (ا0ه.ع سائلة سبق حضانتها لمدة 24 ساعة 
الى دورق حجم 100 سم3 يحتوي على 50 سم3 وسط غذائي سائل (بروث) . 

2 - احضن الدورق بدرجة حرارة 37.5م فى حاضنة هزازة بدرجة هز 200 دورة في 
الدقيقة حتى وصول الكثافة الضوئية للمزرعة الى قيمة 0.5 عند طول مسوجي 60 
(0.5 - 0.0.600) . 

3 - انقل 0.5 سمت من مزرعة البكتريا الى دورق 100سمة يحتوي على 50سمة من 
الوسط الغذائي السائل مقوى ب 0.5سمتة من محلول كبريتات المغنيسيوم ١/9504‏ 
(11) و0.5 سم3 من محلول 960.2 مالتوز . 
حضر ثلاثة دوارق بنفس الطريقة . 

4 - أضف 10.1 » 100 مايكروليتر من محلول العاثيات الى دوارق مزارع البكتريا 
الاول » الثاني والثالث على التوالي . 


فى 


ملاحظلة : 


ثبت المعلومات الخاصة بتركيز العاثيات على الدوارق . 


5 -5 احضن دوارق المزارع العلاثة بدرجة حرارة 3/5 : في حاضنة هزازة بدرجة 
هز 200 دورة فى الدقيقة لمدة 24 - 48 ساعة . 


ملااحلة : 


سوف تظهر تحلل كبير في البكتريا وراسب أبيض في قعر الدوارق 


6- احفظ الدوارق التى تحتوي على العاثيات بدرجة حرارة 4م حتى استخلااص 
ال ثلاا0 منها . 


أنشاء مزارعالدم 


1 -اسحب 5 سمة3 من الدم . اخلط نموذج الدم مع مانع التخثر في قنينة خاصة 
بذلك . 


2- ازرع 05 سم3 من الدم في قنينة زراعة مزودة ب 10سم3 من الوسط الغذائي 
المناسب (وسط ماكوي 56 5'لإ11000 أو وسط 1640 851/1 ) وأغلقها جيدا . 


استخدم 3 - 4 قنانى فى الزراعة للحصول على كمية لا بأس بها من الخلايا 
لعملية استخلاص ال 0(/68 . 


3 - احضن قناني المزارع عمودياً بدرجة حرارة 37.0 مْ لمدة 72 ساعة في حاضنة 
ذم تانيع كسيد الكاربون : 


4 - اسحب الوسط الغذائي من قناني الزراعة بهدوء بإستثناء 2 سم . 

5 - رج قتاني الزراعة لأجل الحصول على محاليل خلايا . 

6 - انقل محاليل خلايا الدم الى أنابيب طرد مركزي معقمة . 

7 - اطرد الأنابيب مركزياً بقوة 4000 دورة في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

8 - تخلص من الراشح وأعد اذابة الخلايا الدموية بإضافة 3 سمة من الماء المقطر 
المعقم . اترك القناني لمدة 5 دقائق . 

9 - اطرد الأنابيب مركزياً بقوة 2500 دورة في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

0 - تخلص من طبقة الراشح الحمراء وأذب خلايا الدم البيضاء المترسبة 
بإضافة 1سمة من امحلول الفسلجي . 


1 - اجمع محاليل الخلايا الدموية الناتهة من الخطوة السابقة فى أنبوبة أو انبوبتا 
استخلاص زجاجية صلبة نظيفة . 


2 - احفظ ماذج الخلايا بدرجة حرارة - 20م حتى استخلاص ال 0/68 منها . 
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ظ أنشاء مزارع نخاع العظم ما 


1 - اسحب 1.5 - 3سم3 من نخاع العظم بمحقنة طبية مزودة بصوديوم الهيبارين 
واحفظ النموذج في قنينة مزودة بمانع التخثر أيضا . 

2 - ازرع 5 سسمم3 من نخاع العظم في قنينة زراعة (يستخدم لذلك عادة قنانى 
نوع 5 - 1( مزودة ب 10 سسم3 من الوسط الغذائى المناسب لذلك (وسط 
0 االاط8 أو وسط 0م21 /1/1520) . استخدم 4 قنانى زراعة أو أكثر اعتماداً 
على كمية نخاع العظم المتوفرة . أغلق القنانى جيد بعد نهاية الزراعة . 

3 - احضن قناني الزراعة عمودياً بدرجة حرارة 37.5مْ فى حاضنة 05؟ ثاني 
أوكسيد الكاربون لمدة 72 ساعة .(ارخي قليلاً اغطية القناني داخل الحاضنة 
للسماح لغانى أ وكسيد الكاربون بالتفاذ )+ 
دفعه بقوة نحو الاسفل ولعدة مرات : 

5 - وزع محلول الخلايا على عدة أنابيب طرد مركزي معقمة ثم أطردها مركزياً 
بقوة 2500 دورة في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

7- اجمع محلول الخلايا في أنبوبتيى استخلاص زجاجية صلبة ونظيفة . 

8 - احفظ النماذج بدرجة حرارة - 20 م حتى استخدامها فى استخلاص ال 
قلاط . 


زذنا 


أنشاء مزارع الدمالمتزامنة 


1 -اسحب 3 -5 سممة من تموذج الدم أو نخاع العظم واحفظه في قنينة دم 
مزودة بمانع التخثر . 

2 - ازرع 0.75 سمت من النموذج في قنينة زراعة مزودة ب 10 سمت من الوسط 
الغذائي + 0.1 م3 من مادة 816<“ا1/1617016 1/176 عيارية 10.0 . ازرع أكثر 
من قنينة تبعا الحجم نموذج الدم أو نخاع العظم . 

3 - احضن قناني الزراعة عموديا بدرجة حرارة 37.0 م لمدة 17 ساعة في حاضنة 
5 ثانى أوكسيد الكاربون . 


مللاحظلة : 
يعمل ١/7‏ كمثبط لعمليات أيض الثايميدين مما يؤدي الى إيقاف دورة الخلايا 


واعلاه ااو0 عند مرحلة تضاعف ال 01/48 (5-00356) . وبعد مرور 17 - 72 
ساعة من حضانة المزارع فإنه سيكون حوالي 5 من الخلايا في هذه المرحلة . 


4 - امزج الخلايا مع الوسط الغذائي بإستخدام ماصة معقمة ثم انقل محلول 
الخلايا الى أنابيب طرد مركزي معقمة . 
ايك طرف الأ نايت مدر كنا بقوة 1000 دورة فى الدقيقة لمدة 5 دقائق . 
6 - تخلص من الراشح وأضف 0 سم3 ف الوسط الغذائي الدافىء + 0.1 سمة 
ثايميدين (30 ملغرام/سم3) وامزجه جيدا مع راسب الخلايا . 
ملاحفة: 
اضافة الثايميدين بؤدي الى السماح بإستمرار إيضة عن مرة أخرى لعدم 


وجود مادة «7/ا ثم استمرار الخلايا فى الدخول جميعاً الى المرحلة التالية 
7 - انقل محاليل الخلايا الى قنانى الزراعة واحضنها مرة أخرى تحت نفس الظروف السابقة . 


ملاحظطة : 


المزارع الان جاهزة ومتزامنة ويمكن السيطرة عليها للحصول على خلايا في 
مرحلة معينة من مراحل دورة الخلية أو لاستخللااص ال تلام 5 


رذن 


انشاء مزارع نسيجحية من خلايا متحفو ظة 

1 - ارفع قنينة الحفظ الخاصة بالخلايا المطلوبة من نخزان النيتروجين السائل . 

2 - اترك قنينة الخلايا المحفوظة بدرجة حرارة الغرفة لمدة 20 - 25 دقيقة . 

3 - انقل 0.25 سمة من محلول الخلايا الى قنينة زراعة حجم 25 سم3 تحتوي 
على 5 سمة من الوسط الغذائي المناسب (/01/50 مثلاً) . أعد تموذج الخلايا 
امحفوظة الى حزان النيتروجين السائل مرة أخرى . 

4 - احضن قنينة الزراعة بدرجة حرارة 37.5 مٌ فى حاضنة 65,؟ ثانى أوكسيد 
الكاربون لمدة 24 - 72 ساعة حتى اكتمال نمو طيقة الخلايا . 

5 - اسحب الوسط الغذائي من قنينة الزراعة وأضف الى طبقة الخلايا 2 سمة 
من محلول التربسين 900.25 . 

6 - وزع محلول التربسين على سطح المزرعة عن طريق تقليب قنينة الزراعة يمينا 


وشمالاً لمدة 30 - 60 ثانية . 


ملاحيظلة : 


يمكن معرفة الفترة المناسبة للتعرض للإنزيم من خلال فحص سطح 


المزرعة با مجهر (قوة 10 <) دون فتح قناني الزراعة . فى حالة مشاهدة 
تفكك النسيج اسحب محلول الانزم مباشرة 5 


7- اضف 5 سمت3 من الوسط الغذائىي الى قنينة الزراعة . 

8 - رج قنينة الزراعة للحصول على محلول الخلايا . 

9 - اعد زراعة 0.5 سلم3 من محلول الخلايا في عدد من قناني الزراعة حجم 50 
سم3 مزودة ب 10 سم3 من الوسط الغذائي فى كل منها . 
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0 - احضن قنانى الزراعة بدرجة حرارة 37.5 م فى حاضنة 905 ثاني أوكسيد 
الكاربون لمدة 48 - 72 ساعة حتى اكتمال نمو طبقة الخلايا فيها . 

1 - تخلص من الوسط الغذائى وأضف 3 - 4 سمت من محلول الكركنة 
5 الى كل قنينة زراعة . 

2 - وزع محلول الانزيم على سطح طبقة الخلايا كما في الخطوة 6 . 


3 - اضف 3 سمت من الوسط الغذائي لكل قنينة زراعة » رج القناني للحصول 


4 - انقل محلول الخلايا اللون أثانيت طرد مركزيى معقمة . 
5 كلوه الآ ثانيت فركدناً بقوة 4000 دورة في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 
6 - تخلص من الراشح وأضف 1 سم3 من محلول 558 لكل أنبوبة . 


7 - امزج الخلايا مع محلول 5712 واجمع الخلايا في أنبوبتي استخلاص 


8 - احفظ النماذج بدرجة حرارة - 20 م حتى استخلاص ال 0/8 . 


الا مرارع لسكةمز احاح 


الطريقة الأولى : 
ملاحظة : 


يجب أن يعقم الجزء المراد انشاء المزرعة منه قبل القطع بواسطة 
مسحة بقطنة مبللة بالكحول المطلق . 


1 - اقطع جزء مناسب من النسيج المطلوب وانقله بالملقط الى طبق بتري متوسط 
الحجم معقم . 

2 - اضف 1 - 3 سوهت من محلول 1158-2018 الى نموذج النسيج ثم اقطعه 
بواسطة شفرة حادة وقوية الى قطع صغيرة عنذا سرض : 

3 - اضف 1 سمت من التربسين 9050.25 الى خليط قطع النسيج واستمر في هرس 
وتقطيع النسيج لفترة 1 - 2 دقيقة أخرى ثم احضنه لمدة ساعة بدرجة حرارة 
0 م. 

4 - اسحب محلول الخلايا من طبق خليط القطع النسيجية بماصة باستور معقمة 
وانقله الى أنبوبة طرد مركزي معقمة . (يفضل استخدام أنابيب أبندروف 
؟عطنا! أأهلمعممع صغيرة) . 

5 - اطرد الأنابيب مركزياً بقوة 2500 دورة في الدقيقة . لمدة 5 دقائق . 


ملا حغفلة : 


يمكم: أاضافة 1 سمتة من محلول ذم امداع-58/ا الي بقايا الانسجة 


6 ل تخلص من الراشح وأضف 1 -2 سم3 من الوسط الغذائى لاذابة راسب 
الخخلايا . 


7 - امزج الخلايا مع ا الغذائي جيداً واتقل ارد الخلايا 0 قنيئة زراعة 


وزع محلول الخلايا على قنينتين من قناني الزراعة لتوفير فرص افضل . 


8 - احضن قناني الزراعة أفقياً بدرجة حرارة 37.5 مْ فى حاضنة 905 ثاني 
أوكسيد الكاربون لمدة 24 - 48 ساعة . 

مللاحظات : 

- يضاف الامبسلين كمضاد حياتي 50 مايكروجرام/سم3 الى 
الوسط الغذائى لحماية المزارع من التلوت تالكبتزيا . 

- لا تغلق اغطية قناني الزراعة اما لمكي غاز ثاني أوكسيد 
الكاربون من النفوذ الى داخل القناني لمعادلة حامضية الوسط 
الغذائي 


- استبدل الوسط الغذائى كل 24 ساعة . 
9 - افحخص ى نمو وانقسام الخلايا كل 24 ساعة عن طريق فحص قناني الزراعة 
دون فتحها تحت المجهر (قوة 10 «) 
ملاحظفلة : 


فى حالة نجاح الخلايا فى النمو وتشكيل طبقة واحدة 4أمعن امه © 


انتقل الى الخطوة العالية . اما في حالة احتياج الخلايا لفترة زمنية 
اضافية اترك الخلايا حتى اكتمال نوها . 


0 -- اس .حب الوسط الغذائى من قنانى الزراعة بماصة معقمة (احفظ السوائل 
غير المرغوب فيها في قنينة خاصة بذلك ثم تخلص منها بعد اضافة قليل 


ذا 


من المطهرات 816365©5) . 

1- اضف 2 سم3 من التربسين 960.25 الى قنينة الزراعة . حرك القنينة يميناً 
ا ا ل ل ل ل ل ا 
اسحب الحلول بماصة من احد زوايا القنينة . 

2 - اضف 5 سمة من الوسط الغذائي الى قنينة الزراعة وامزج المحلول مع 
الخلايا عن طريق سحب اللمحلول بالماصة ودفعة مرة أخرى لعدة مرات حتى 
الحصول على محلول خلايا مفردة . 

3 - احسب عدد الخلايا الموجودة فى كل سمت من المحلول بإستخدام عداد 
الهيموسايتوميتر 001017161 161أ776مالاع ممع ةل . 


4 - خخذ 0.5 سمت من محلول الخلايا واخلطه مع 0.5 سمة من الجليسرين 
الملعقم واحفظه في قنينة خاصة في النيتروجين السائل مع تثشبيت كافة 
المعلومات على قنينة الحفظ وبالقلم الرصاص للرجوع اليها في حالة الحاجة 
لذلك . 

5 - ازرع 1 سمة من محلول الخلايا (من الخطوة 12) في قنينة زراعة حجم 150 
-200 سم3 مزودة ب 20 سم3 من الوسط الغذائي . 

6 - احضن القنينة افقياً بدجة حرارة 37.5مٌ لمدة 48 - 72 ساعة فى حاضنة 
5 ثاني أوكسيد الكاربون . ْ 

7 - بعد وصول الخلايا الى مرحلة تكوين طبقة خلايا » اسحب الوسط الغذائي 
بماصة باستور معقمة . 

8 - اضف 5 سهتة من التربسين 960.25 الى قنينة الزراعة . حرك القنينة بميناً 
وشمالاً لمدة 50 - 60 ثانيةثم اسحب محلول الانزم بماصة من احد زوايا 
القنينة . 

9 - اضف 5 سمة من الوسط الغذائي الى قنينة الزراعة . امزج جيداً كما في 
الخطوة 12 . 
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0 - اجمع محلول الخلايا فى قنانى طرد مركزي واطردها رفوي بقوة 4000 دورة 
فى الدقيقة لمدة 10 دقائق . 


1 - تخلص من الراشح واذب الخلايا بإضافة 3 سمة من محلول 575 . امزج 
جيداً واحفظ بدرجة حرارة - 20م حتى استخلاص ال 08/8 . 
الطريقة الثانية : 
تحفظ الأنسجة الحية المطلوب انشاء مزرعة نسيجية لها فى قنينة تحتوي على 
مصل الدم أو وسط غذائى أو محلول فسلجي معقم لاجل الحفاظ عليها حية 
ورطبة . يمكن اسخدام هذه الانسجة مباشرة أو يمككن حفظها لمدة 24 ساعة . 
1 - انقل نموذج النسيج الى طبق بتري زجاجي معقم . 


2 - اقطع النسيج بإستخدام شفرة جراحية حادة معقمة الى قطع صغيرة دا 


ورفيقه 5 


3 - أضف 1 سمت3 من الوسط الغذائي الى خليط القطع النسيجية . 

4 - انقل خليط القطع النسيجية الى قنينة زراعة نوع 25 -7 وحرك القنينة يمينا 
وشمالاً حتى استقرار قطع الانسجة على سطح قنينة الزراعة . 

5 - أضف 4 سمت3 من الوسط الغذائي الى قنينة الزراعة واحضنها لمدة 5 - 6 أيام 


بدرجة حرارة 37.5م فى حاضنة 965 ثاني أوكسيد الكاربون . 


ملاحظة : 


يمكن اضافة أمبسلين/ستربتومايسين الى الوسط الغذائى بتركيز 100.000 
وحدة/سم3 . 


6 - لا تغلق غطاء قنيئة الزراعة بقوة للسماح لثاني أوكسيد الكاربون بالنفوذ الى الداخل 
وغيّر الوسط الغذائي كل ثلاثة أيام بعد سحب الوسط الغذائي القديم من القنينة . 


ىك 


ملاحظة : 


فى نهاية فترة الحضانة حضر ثلاثة أطباق بتري معقمة الاول 


يحتوي على محلول هانكس (855) 0وأانااه5 13015 والثاني 2 
سمة من محلول تربسين : 5018 : 18558 بتركيز نهائي 9760.0625 


7- انقل الانسجة النامية من قنينة الزراعة الى طبق بتري الثالث . 
8- انقل الانسجة بالملقط المعقم وغطسها فى محلول هانكس فى طبق بتري 
الاول لعدة مرات ثم ضعها فى محلول التربسين - الطبق الشانى.: 
9 - احضن طبق قطع الانسجحة 1 الف سين (الطبق الثاني) لمدة ساعة واحدة 
بدرجة حرارة 37.5م . 
من محلول أنزيم الكولاجينيز 00113960356 ١!‏ 6م/ا1 (100 وحدة/سم3) . 
احضن الطبق لمدة نصف ساعة اخرى بدرجة حرارة 37.5م . 


1 - انقل قطع الانسجة مستخدماً ماصة واسعة الفتحة الى قنينة زراعة مزودة 


ب 10 سمة وسط غذائي . 


مللاحظة : 


عكة استخدام ماصة ميكانيكية حجم 1 سهت3 بعد قطع الخثللث 
الامامى من القطعة البالاس سحكية م11 المستخحدل.مة فى ممع سمه 
السوائل 


2 - هشم الانسجة داخل قنينة الزراعة عن طريق سحب الوسط الغذائي بماصة 


معقمة ودفعه بقوه مرة اخرى ولعد مرات 0 -- 30 مرة . 


مللاحظة : 


يمعكن فحص وجود الخلايا يشحكل مفرد بإستخدام مجهر بقوة 00[*خ*2 


3 - احضن قنينة الزراعة لمدة 72 ساعة بدرجة حرارة 37.5 م فى حاضنة 965 
ثانى أوكسيد الكاربون . 


4 - عند وصول النمو الى مستوى جيد ء رج قنينة الزراعة بقوة مناسبة للحصول 


ملاحظات : 


- استخدم امجهر بقوة 10“ لفحص فو الخلايا فى قنينة الزراعة . 
- بدلاً من الخطوة 14 يمكن تفريغ قنينة الزراعة من الوسط الغذائي 


اضافة 2 سم3 من التربسين أو الكولاجينيز لمدة 50 - 60 ثانية ثم 
ماصة باستور يمكن مزج الخلايا مع الوسط الغذائي للحصول على 
محلول خلايا مفردة . 


5 - نخذ 0.5 سمت3 من محلول الخلايا واضف اليه 0.5 سمة من الجليسرين 
المعقم واحفظ النموذج 52 قنينة حفظ خاصة وضعه فى النتروجين 
السائل لحين الحاجة اليه . 


6 - اجمع ما تبقى من محلول الخلايا المفردة ذ , أ: -مة طرد مركزي معقمة . 
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مللاحظة : 


كن فين هذه الخطوة اعادة زراعة الخلايا قيهن عدة قنانى للحصول 
على كمية كبيرة من الخلايا وذلك بزراعة 1 سمة من محلول الخلايا 


لمدة 72 ساعة أو أكثر بدرجة حرارة 37.5 م . وفى حالة وجود ما 
يكفى من الخلايا لعملية الاستخلاص استمر فى الخطوات التالية . 


7 - اطرد الانبوبة مركزياً بقوة 4000 دوره في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 


8 - تخلص من الراشح وأعد اذابة راسب الخلايا بإضافة 2 سمة من الوسط 
الغذائى أو محلول 578 . 


9 - احفظ النموذج بدرجة حرارة - 20م لحين استخلاص ال 0/68 منه . 
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الفصل الثاني 


2 السخلاص 114 الخلايا 4 


انر وك بن 61 جل الا ءاج( ة| 


ظ مواد عامة لازمة للعمل ظ 


4 - مخاليجل 


5ض 2,625 : 


5 غرام من 3:6صانا5 الاعء ه0000 تان أل560 + 100 سم3 ماء مقطر . 


ع1 : 
للم 10 اع - 1115 
للم 1 1ع 
فى لعر هاء مقط - 2 7 زم 
مةأآنااه5 ءالا : ٍ 
2 
971 5-05 
لا 0.2 30لا 


يتم تحضيره فى فترة استخدامه فقط . 
دةآأنااه5 عمقدلةا : 

لا 3 من ع121ع26 0اا500 - 4.8 حاص 
الاك : 

8 غرام اعولا 

2 غرام 4 نألا 

50 سم3 ان - 105 1/1 

6202 ع مااع 0 
في لتر ماء مقطر - 7.0 - !ا - تعقيم . 
عل الره:85 نابأ لطاع : 

0 ملغرام 8601 لودل لطاع + 10سمة ماء مقطر (10 ملغرام /سم3) : 


ل 02 


9 غرام اهلا + لتر ماء مقطر - تعقيم . 


؟ع1نا8 ع أألا دعاياعه.: طالامع (ظاع) : 


/ 0.05 ان - 15 ا 

5ظ” 55 

1 0.1 اعلا 

0.001 مااع 
أذب في 100 سمت3 ماء مقطر - 7.2 801 . 
++ هع - 1/158 : 


]ا 0.21 امخأأاصصتلما 


5005 0.07 ]/ 


/ 0.05 ا ع-105 

ام 3 ا ع0 
لتر ماء مقطر - 57.5 . 
مع - 158ل : 


0 0.21 امغأأصصتلا 


/ا 60.67 505 


/0 0.05 اع-5مآ 

7 0.01 ماراع 
لتر ماء مقطر - 7.5 4إ8 . 
غ51 : 

/0 0.1 اعتل"؟ 


ا 


/ا 0.05 إلى - -170 


/طا 0.01 ماراع 
لتر ماء مقطر - 8.0 4لط . 
2 - الأنزهات : 


مه أنااه50 ىم عو ولاق : 

10 عرام هم ع5دعاعنامهط أ مكدع عضوم 

1 سم3 ماء مقطر معقم 

أغلى محلول الانزيم فى حمام مائي لمدة 10 دقائق ثم اتركه ليبرد بحرارة 
الغرفة . احفظ بدرجة حرارة - 20م . 
ل آنااه5 ١‏ ع356لاما : 

0 ملغرام اع35لا8 

10 سم3 من 36ل /1 0.15 

0 جليسيرول معقم . 
مهاأناه5 )ا مكدو وأعامء2 : 

20 ملغرام »ا 356 ماع1امرم 

1 سم3 ماء مقطر معقم 

امحلول صالح للإاستعمال لمدة 24 ساعة فقط'. 
0أكصملاء! 9502.5 : 

5 سم3 من محلول التربسين 

5 سمة2 من المحلول الفسلجي . 
3 - مواد أخرى : 

فينول 


/ع 


عمتامصانو كام قرط - 8 
كلوروفورم 

كحول ايزوأميل 

كحول ايزوبروبانول 

كحول أثيلي مطلق 

كاري اللمزنو 66 

بولي اثيلين جلايكول 6عم 
برافين سائل 

كحول بيوتانول 


نتروجين سائل 


0 


اللا تحضير محلول الفينول ا 


يحتوي الفينول السائل المزود من الشركات على العديد من الشوائب مثل 
المعادن الثقيلة والأملاح وغيرها والتى من الممكن أن تؤدي الى تلوث ال 0١0/8‏ 
المستخلص ما يؤدي الى صعوبة تقطيعه بالانزيمات القاطعة فى الخطوات القادمة . 
لذلك فإنه يجب غسل محلول الفينول جيداً قبل استخدامه في الاستخلاص . 
1 - ضع قنينة سائل الفينول في حمام مائي بدرجة 5 لمدة نصف ساعة . 
2 - اضف 960.1 من مادة 156ا30أنان لإلاه:0لاط - 8 الى سائل الفينول وامزج 
جيدا بماصة زجاجية . 
3 - اضف 10 - 20 سم3 من محول 5755 وامزج جيداً بواسطة ماصة زجاجية 
أو عمود زجاجي لمدة عشرة دقائق ثم اترك ا محلول حتى يستقر لدقيقتين . 
4 - تخلص من الطبقة العلوية بالماصة (تكون بيضاء تقريباً بسبب امتصاصها 
للشواتت): 
65- اضف 10 - 20 سومت3 اخرى من محلول 515 وامزج محلول الفينول بعد 
ذلك جيدا لمدة 10 دقائق ثم أزل الطبقة العلوية بالماصة كما في الخطوة السابقة . 
6 - اعد عمليات الغسيل السابقة لعشرة مرات . وفي نهاية العملية غطي سائل 
الفينول بطبقة نظيفة من محلول 518 . ْ 
7- وزع سائل الفينول على قناني زجاجية معتمة أو مغلفة بورق الالمنيوم بحجم 
0 - 20سمت3 ويراعى تغطية طبقة الفينول في كل قنينة بواسطة 1 - 2 سمة 
بمحلول 512 . 
8 - اخزن قناني الفينول بعد تبريدها بدرجة حرارة - 20م حتى استخدامها . 
تحضير محلول كلوروفورم : كحول ايزوأميل (24 :1) 
امزج 96 سم3 من الكلوروفورم و 4 سمة من كحول ايزوأميل في قنينة زجاجية محكمة 
الغلق وافتحها قليلا بعد نهاية المزج واحفظها بعد ذلك في الثلاجة أو بدرجة حرارة 4م . 
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| أستخلاص 6لا( البكتريا ظ 


1 - أضف الى محلول البكتريا (الخطوة 9 من زراعة البكتريا) 4 سمة من محلول 
انزيم البروتينيز »ا >ا ©2:0]610256 تركيز 100 مايكروجرام/سمة3 . امزج جيدا 
وبهدوء واحضن الانبوبة بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 1 - 3 ساعة . 

2 - اضف 200 - 300 مايكروليتر من محلول 505 (25,؟9) أو 400 مايكروليتر 
من محلول 505 (610؟9) الى محلول الخلايا وأمزج جيداً بعمود زجاجي 
نظيف حتى تحوله الى محلول لزج . (مكن في هذه المرحلة حفظ أنابيب 
الاستخلاص بدرجة حرارة - 20م لعدة أيام حتى استكمال الاستخلاص) . 

3 - احضن انبوبة الاستخلاص (أو ربما عدة أنابيب) بدرجةحرارة 65م في حمام 
مائي . 

4 - أضف سائل الفيئول الى محلول الخلايا بحجم مساوي لحجم محلول 
الخلايا . 

5 - امزج جيداً عن طريق غلق فوهة أنبوبة الاستخلاص بقطعة مطاط وتقليب 
المزيج لعدة مرات بصورة جيدة لمدة دقيقة . 

6 - احضن انبوبة الاستخلاص في الحمام المائيى 65 م لدقيقتين ثم أعد المزج 
مرة أخرى . 

7 - كرر عملية المزج والحضانة بدرجة حرارة 65م لأربعة مرات وتجنب نهائياً مرج 
امحلول بطريقة الرج لأن ذلك يؤدي الى تحطم ال هلا0 . 

8 - اطرد انيوبة الاستخلااص مركزياً بقوة 4000 دورة في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

ملاحظة: ش ]| 


العلوية تمحثل طبقة ال 08/8 والوسطى بيضاء اللون تمثل طبقة البروتين 
والسفلى طبقة الفينول . 


9- اسحب طبقة ال هلانا العلوية عاصة نظيفة وانقلها لع أنبوبة استخللاص 


جديدة . 
طبقتى ال 08/8 والبروتين تكونان لزجتين عادة . لذلك لا تسحب 
بقايا طبقة ال 0818 امجاورة لطبقة البروتين ويكن اضافة 2سم3 من 


الماء المقطر لبقايا طبقة ال 00/8 ويعاد الطرد المركزي لتجميع المزيد 
امن هاه الطبقة . ْ 


0 - أضفة لى تعن ال دلخم حجم مساوي من مزيج عونل رو 
(50:50) . 

1 - امزج جيداً كما في الخطوات 5 و6 و7 . 

2 - اطرد انبوبة الاستخلااص 00 بقوة 4000 دوره في الدقيقة لمدة 10 

دقائق . 

مللاحظة : 

في نهاية عملية الطرد المركزي ستحصل على ثلاثة طبقات أيضاً بنفس 

العرقي يس وجود بروتين خفيفة . ان تداك ليق الجروقي 

يعطي مو شراً على كفاءة الاستخلااص بالفينول والكلوروفورم وكلما كانت|ا 


الطبقة حفيفقة 0 كانت كفاءة الاساد من عالية . ظ 


3 - -اسحب طبقة ال كلام العلوية بماصة باستور نظيفة واتقلها الي انبولة 
استخلاص نظيفة . 


4 - اضف حجم من مزيج كلوروفورم : ايزأميل مساوي لحجم محلول ال ملام 
فى أنبوبة الاستخلاص . 
5 - امزْج جيداً كما فى الخطوات 5 و6 و7 . 


آمك 


6 - اطرد انبوية اللاستخلااص زكري كا فى الخطوة 12 . 
ملاحظات : 


- يراعى الحذر الشديد في خطوات مزج امحاليل حيث تؤدي الحرارة 
العالية (65م) الى تبخر الفينول والكلوروفورم مكوناً ضغطاً شديداً 
داخل الأنابيب وتحت الأصابع ما قد يؤدي الى تطاير اجزاء من 
امحاليل على اليد والوجه في حالة ارتخاء الأصابع أثناء 
الاستخلاص . 

- في نهاية الطرد المركزي عند هذه المرحلة ستحصل على طبقتين 
في الغالب . علوية تمثل ال 0١/5‏ وسفلية تمثل مزيج الكلوروفورم : 
ايزوأميل : 

أما في حالة وجود طبقة بروتين خفيفة بينهما فإن محلول ال ملام 

الذي سيتم الحصول عليه بحاجة الى استخلاص اضافي مع مزيج 

الكلوزوةورم : أيزوأميل ٠‏ 


0000 جديدة (شكل 2 - 35 : 


8 - رسب ال لاما كما في الطريقة الخاصة بذلك (الطريقة التالية) . 


شكل 1-2 : نتائج الطود المركزي بعد الاستخلاص بالفينول فقط 


0 55 و أو 00 فقط 


ْ ا 
ا 000 
0 طبقة ال 0808 ل 
اسه 0 
ش ا ا ا 
إ ا , 95 0 7 طبقة البروتين 
طبقة الكلوروفورم 
اسه أ طبقة الفينول 
0 00 35 
أنبوبة الاستخلاص بعد أنبوبة الاستخلاص بعد أنبوية الاستخلاص بعد 
الاستخلاص بالكلوروفورم الاستخلاص بالفينول الاستخلاص بالفينول 
والكلوروفورم كت 


6_5 


ترسيب ال هلام : 


يستخدم في عملية ترسيب ال 20/8 كبحول أثيلي مطلق مثلج (- 20م) مع 
اضافة محلول ملحي من كلوريد الصوديوم ١/261‏ بتركيز عالي . يقوم الكحول 
بوجود الأملاح بسحب الماء 21107 0لإداء0 من ال ىلا0 ويظهر ال 98/6 بعد المزج 
كخيوط بيضاء طويلة في امحلول . ويمكن تقدير كمية ال هلا في امحلول اعتمادا 
على كثافة هذه الخيوط (شكل 2 - 2) . ْ 

كما يمكن استخدام كحول ايزوبروبانول المثلج (- 20م) في حالة وجود 
محلول ال 00018 في أنابيب صغيرة . 
1 - أضف الى محلول ال 9818 (الخطوة 17) 0.5 سم3 من محلول كلوريد 

الصوديوم عيارية +25 حههماً من الكحول الأثيلي المطلق المثلج (-20 م) . 
2 - امزج جيداً وبهدوء وبطريقة التقليب ثم احفظ انبوبة الاستخلاص بدرجة 

حرارة - 20 م لمدة 2 - 24 ساعة . 


ملا احظة : 


في نهاية الطرد المركزي تلاحظ وجود راسب أبيض يمثل ال 08/8 . 


4 - تحلص من الطبقة السائلة بالسكب الهادىء السريع . 


5 - غطي فوهة أنبوبة ال 08/8 بغشاء من البرافلم واعمل عدة ثقوب في الغطاء 
ثم احفظ الانبوبة بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 24 ساعة للتجفيف . 


6 - أذس راسب ال 03/68 بإضافة 100 - 500 مايكروليتر فى حلول 18 أو الماء 
القطر وانقل ا محلول بعد ذلك الى أنبوبة أبندروف . 


7- احفظ نموذج ال 6لا بدرجة حرارة - 20 م حتى استخدامه . 


آذك 


شكل 2-2 : ترسيب ال هلة0 باضافة كحول الايثانول 


المطلق الك لمشلج 1 
خيوط م 
ال ثلآانا 
١‏ 
ات 
عند مزج الايثانتول لحظة اضافة الابثانول 
مع محلول ال ثلةانا الى محلول ال 18الا 


تنقية ال هلاه من ال ملا8 : 


ان معظم نماذج ال هلا0 المستخلصة تحتوي على الحاض النووي الريبوزي 
هلا . ولأجل الحصول على فموذج نقي لل 88 يجب التخلص من ال ملا8 
بإضافة 5 مايكروليتر من انزيم ه ١/356‏ 58 ثم اعادة الااستخلاص مرة ثانية . 
ان وجود ال هلا8 مع نموذج ال- 0808 لا يؤثر اطلاقاً عند استخدام ال .هلام 
مع الانزيمات القاطعة أو الهجرة الكهربائية أو الهندسة مع ناقل . الا ان ذلك 
يصبح ضرورياً في بعض تجارب الهندسة الوراثية . 
1 - اضف الى محلول ال 8لا0 5 مايكروليتر من محلول 8 800356 تركيز 10 
مايكروجرام/سمة . امزج جيداً واحضن بدرجة حرارة 87.5 م لمدة 1 - 3 
ساعة . 


2 - أعد استخلاص نموذج ال 08168 بالفينول : كلوروفورم كما في الخطوات 


جفف ثم أذب الراسب بإضافة 100 - 500 مايكروليتر من محلول 58 أو الماء 
المقطر المعقم . 
4 - احفظ النموذج بدرجة حرارة - 20 م . 
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| أستخلاص 0١8168‏ البلازميدات ظ 


1 - أضف إلى أنابيب محلول البكتريا المراد استخلاص بلازميداتها (الخطوة 8 
من الطريقة الاولى لزراعة بكتريا البلازميدات والخطوة 9 من الطريقة الثانية) 5 
مايكروليتر من محلول انزيم 800356 تركيز 10 مايكروجرام/سمة لكل أنبوبة . 

2 - أمزج جيداً واحضن الأنابيب بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 10 دقائق . 

3 - أضف 350 مايكروليتر من محلول التحليل «هأنااه5 ءثالاما الى كل أنبوبة . 
أمزج جيداً لمدة 5 دقائق بعمود زجاجي نظيف . 

4 - احفظ الأنابيب في الثلج لمدة 10 دقائق . 

5 - أضف 250 مايلكروليتر من محلول أستيات الصوديوم ١/286‏ عيارية 3 الى 
كل أنبوبة وامزج جيداً . 

6 - احفظ الأنابيب في الثلج لمدة 30 دقيقة أخرى . 

ملاحظة : 


سيترسب عند هذه الخطوة 082/8 البكتريا + البروتين على هيئة 
كتلة بيضاء اللون . 
7ظرة لاسا كنا بقوة 1300 دوره في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 
8 - انقل الراشح الذي يحتوي البلازميدات الى أنبوبة استخلاص زجاجية 
صلبة ونظيفة . 


9 - استخلص 0828 البلازميدات بطريقة الفينول والكلوروفورم : أيزوأميل 
وكلوروفورم أو بطريقة الطرد المركزي الفائق مع ملح كلوريد السيزيوم التي 

10 - رسب لازاه البلازميدات حسب طريقة الترسيب السابقة . حفف نموذج ال 
ثم أذبه بإضافة 200 مايكروليتر من محلول 78 . 


1- اجمع محلول 0808 البلازميدات في أنبوبة أبندروف واحدة واحفظها 
بدرجة حرارة 2 0 م . 
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١‏ أستخلاص 0/8 العاثيات ظ 


الاستخلاص النحد ود ل هلة0 العاثيات* 

1 - أضف الى محلول العاثيات الناتم من التربية المحدودة للعاثيات (الطريقة 
الاولى والثانية) أنزمات ١‏ 0/256 0 وه ١/386‏ 5 بتركيز 1 مايكروجرام/سمة . 
امرج يدا :. 

2 - احضن بدرجة حرارة 37.5 م لمدة نصف ساعة . 

3 - اضف الى حلول العاثيات 0,25 غرام من مادة 6غط - عوعاناطاعبزامم 
60لاو + 0.58 غرام من ملح كلوريد الصوديوم ١/201‏ . امزج جيداً حتى ذوبان 
الاملاح تماما . 

4 - احفظ الانبوبة أو الأنابيب في الثلج لمدة ساعة واحدة . 

5 - اطرد الأنابيب مركزياً بقوة 4000 دوره في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

6 - تخلص من الراشح وأذب راسب العاثيات الأبيض بإضافة 2 سمة من 
محلول /51 . 

7 - أضف 2 سمة من الكلوروفورم الى محلول العاثيات . امزج جيداً بالتقليب 
لمدة دقيقتان . 

8 - اطرد الانبوبة أو الأنابيب مركزياً بقوة 1300 دورة في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

9 - انقل طبقة الراشح (طبقة العاثيات) الى أنبوبة استخلااص نظيفة . 

0 - أضف الى محلول العاثيات 100 مايكروليتر من محلول 505 (025؟) + 2 
مايكروليتر من محلول 078 (1/1 0.5) امزج جيداً بعمود زجاجي . 

1 - احضن الأنابيب بدرجة حرارة 65 مّ حمام مائي لمدة 5 دقائق . 

2 - استخلص 9١/8‏ العاثيات بطريقة الفينول : كلوروفورم كما ورد سابقاً في 
استخلااص 08/8 البكتريا . 

3- رسب ال ثاا0 بالكحول . جفف النموذج وأعد اذابته بإضافة 200 
مايكروليتر من محلول 78 أو الماء المقطر . 

4 - احفظ النموذج بدرجة حرارة - 20م . 


1ه 


1 الإستخلاص بالظرة المر كر ىسع ماخ كلورية الساريو ةل 


عكنخ استخلاص مانا العاثيات (وكذلك البلازسيدات) بطريقة الطرد 
المركزي الفائق 266010110311017]الا بوجود ملح كلوريد السيزيوم 0501 وحسب 
الطريقة التالية : 
3ج انقل محلول العاثيات (خطوة 9 من الاستخلااص الحدود) ال أننوبة نترات 
السليليوز 011216 56هالاااة0 سبق غسلها بمحلول 10148 (/1 0.5) ثم تحجفيفها . 
2 - أكمل حجم محلول العاثيات الى 10 سمة بإضافة محلول 512 . 


3 - أضف 5 غرام من ملح كلوريد السيزيوم الى محلول العاثيات . امزج جيداً 
بعمود زجاجي نظيف حتى ذوبان الملح كلياً : ثم أضف بروميد الأثيديوم 


8 010أ21010 0.5 مايكروجرام /سم3 . 

4 - أضف برافين سائل فوق طبقة محلول العاثيات حتى نهاية أنبوبة الطرد 
المركري: 

5 - أغلق أنبوبة الطرد المركزي بالسنادة المعدنية اللخاصة بذلك وتأكد من 
التخلص من جيع الفقاعات الهوائية ١‏ 


ملاحظة : 

يؤدي وجود الفقاعات الهوائية الى اضطراب الطرد المركزي ما يشتت ال 0/8 
فى محلو الو 

لأجل التخلص من الفقاعات الهوائية يتم يتم استخدام قطاره زجاحية دقيقة 


النهاية تملوءة بالبرافين السائل . يحف: ١‏ ن البرافين من خلال مسمار الاغلاق في 
| لبي اام 0 ل أو الضغط 
وبعد التأكد من التخلص من جميع الفقاعات الهوائية أغلق مسمار السدادة 


ام 


6- اطرد الانيوبة وكيا في جهاز الطرد المركزي الفائق بقوة 50.000 - 60.000 
دوره في الدقيقة لمدة 48 ساعة بدرجة حرارة 20م . 

7 - افحص انبوبة الطرد المركزي تحت الاشعة فوق البنفسجية . تظهر طبقة ال 
018 كحلقة حمراء لماعة بسبب ارتباط بروميد الاثيديوم معها . 

8 - اسحب طبقة ال 00/8 هذه بإستخدام محقنة طبية نظيفة وانقلها الى أنبوبة 
زجاجية نظيفة (شكل 2 - 3) . 

9 - تخلص من التركيز العالي لملح كلوريد السيزيوم في نموذج محلول ال هلاص 
وذلك بوضع محلول ال 6لا في حقيبة ديلزه و82 012!/515 ثم أغلقها 
بأحكام شديد وغطسها في حلول 15 لمدة 24 ساعة بدرجة حرارة 4 م . 


ملاحظة : 


يجب تغيير محلول 17 خمسة مرات خلال تلك الفترة . 


0 - تخلص من بروميد الاثيديوم المرتبط مع نموذج ال 018 حسب الطريقة 
الخاصة بذلك . 

71- رسب ال 0/8 بإضافة كحول الايزوبروبانول المثلج بحجم مساوي الحجم 
محلول ال 8لا + 0.5 سمة من محلول كلوريد الصوديوم (/20) . 

2 - احفظ الانبوبة بدرجة حرارة - 20 م لمدة 30 دقيقة . 

3 - اطرد الانيوية كر بقوة 4000 دوره في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

4 - تخلص من الراشح وجفف ال 0/68 بدرجة حرارة 37.5 م . 

5 - اذب راسب ال 0818 بإضافة 200 مايكروليتر من محلول 12 . 


6 - احفظ نموذج ال 0/8 بدرجة حرارة -20 م . 


مه 


شكل 2- 3 : إنبوبة الاستخلااص باستخدام كلوريد السيزيوم 
والطرد المركزي الفائق السرعة , 


9 مسح 5430 بروتين 


تر 


كيز ماء 


51 1 لتتتتصحصحت دوي -- - طبقة 01/8 
١ 1 0 0-3‏ 

4 ا ا 
8 1 ا ل © راسسب 

2 / ال قارط 

فب 3 
ٍ 18 ا 
2 لحظة اضافة الايثانول 
الى محلول ال 8لا(0 


تنقية ودج ال ثلانا من بروميد الاثيديوم : 
1 ف محلول البيوتانول لين محلول ال كلجا حطوة 10 بحجم مساوي الحجم 
2 - اطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2000 دوره فى الدقيقة لمدة 5 دقائق . 


م 


3 - تخلص من الطبقة العلوية الملونة بالأحمر وأضف حجم آخر من الكحول الى 
محلول ال ملاالط . 


4 - امزج جيدا بالتقليب واطرد الانبوبة مركزياً كما في الخطوة 2 . 

5 - تخلص من طبقة الكحول (الأقل تلوناً) وأضف حجم آخر من الكحول الى 
محلول ال ىلام . 

6 - أعد عملية غسيل فوذج ال 08/8 بالكحول لعدة مرات حتى تصبح طبقة 
الكحول في آخر مرة غير ملونة نهائياً . 

7- استخدم محلول ال ١/8‏ للترسيب بواسطة الكحول . 
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| الاستخلاص الواسع ل 0808 العاثيات | 


1ت انقل محتويات الدوارق التي حتوي على محاليل العاثيات (الخطوة 6 من 
تربية العاثيات بكميات كبيرة) الى قنينتي بيكمان 0 حجم 250 


سسم3 . 


2- أضف أترينات | ©35ل0ا01 وك 80/356 بتركيز 1 مايكروجرام/سمة3 الجن 


3 - أحضن القنانى بدرجة حرارة 37.5 م لمدة نصف ساعة . 


4 - أضف لكل 50 سمة من محلول العاثيات 5 غرام من بولي ايثلين جلايكول 
6" + 2.92 غرام من ملح كلوريد الصوديوم 0/201 . 

5 - أمزج جيداً حتى الذوبان التام . 

6 - ضع قناني محاليل العاثيات في الثلج لمدة ساعة واحدة . 

7 - اطرد القناني مركزياً بدرجة حرارة 4 م بقوة 4000 دوره في الدقيقة لمدة 10 
دقائق في جهاز طرد مركزي 6ل . 


8 - تخلص من الراشح وأعد اذابة راسب العاثيات الابيض بإضافة 20 سم3 من 
محلول 51/1 + 150 مايكروليتر من محلول 018اع (لا 0.5) . 


9 - انقل محلول العاثيات إلى أنابيب استخالاص زجاجية صلبة نظيفة . 


0 - أضف 50 مايكروليتر من محلول 505 (96025) لكل أنبوبة من أنابيب 


1 - احضن الأنابيب بدرجة حرارة 65 (حمام مائى) لمدة 5 دقائق . 


ملاحظة : 


يمكن استخلاص 0828 العاثيات بطريقة الطرد المركزي الفائق مع 
ملح كلوريد السيزيوم دون إضافة 505 . 


3 - رسب ال 68لا بالكحول والطرد المركزي ؛ جفف ثم أذب راسب ال ملام 
بإضافة 200 مايكروليتر من محلول 125 . 


4 - احفظ نموذج ال 00/8 بدرجة حرارة - 20 م . 
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| أستخلاص ال 08/8 من نموذج دم ظ 


1 - انقل 5 سمة من الدم الخلوط مع مانع التخثر إلى انبوبة استخلاص زجاجية 
صلبة نظيفة . 

2 - اطرد الانبوبة مركزياً بقوة 4000 دوره فى الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

3 - تخلص من الراشح الذي يمثل البلازما وأضف 2 سمت من المحلول الفسلجي 

4 - اطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 دورة فى الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

6 - تخلص من الراشح وأذب راسب الكريات بإضافة 5 سمة من الماء المقطر 
للتخلص من كريات الدم الحمراء . 


الدموية (قاع ) 'عأأبا8 5أذللا دعابزءه: طالمع + 100 مايكروجرام /سمة 0 


محلول انزيم البروتينيز »ا . 
8 - امرج 0 بعمود زجاجى نظيف 1 احضصن بدرجة حرارة 53.5 م فى حاضنة 
هزازة بدرجة هز 100 دوره فى الدقيقة لمدة 12 ساعة . 


9 - وزع محلول الخلايا على قنينتي استخلاص زجاجية نظيفة . 
0 - اضف 100 مايكروليتر من محلول 505 (9625) لكل أنبوبة استخلااص 
وامزج جيداً بعمود زجاجى نظيف . 
1 - استخلص الها خخلايا الدم البيضاء بطريقة الفينول : كلوروفورم : 
2 - رسب ال 0/8 بالكحول واطرد مركزيا ثم جفف النموذج وأذبه بإضافة 200 
مايكروليتر من محلول 16 . 


3 - احفظ موذج ال 0/5 بدرجة حرارة - 20 م . 
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أستخلاص ال 0/8 من مزارع الدم أو نخاء العذ 
ص من مرارع اندم أو جاع 


1 - اطرد أنابيب محلول الخلايا (الخطوة 12 من زراعة الدم أو الخطوة 8 من زراعة 
نخاع العظم أو الخطوة 7 من مزارع الدم المتزامنة ) مركزياً بقوة 2500 دوره في 
الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

2 - تخلص من الراشح وأضف 5 سم ة من الماء القطر لإذابة راسب الخلايا ‏ 
امزج ينا لمدة دقيقتين . 

3 - اطرد الأنابيب مركزياً بقوة 2500 دوره في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

4 - تخلص من الراشح وأضف لراسب الخلايا 10سمة من ملحول اذابة الخلايا 
الدوية 8اع + 100 مايكروجرام/سمة من انزيم البروتينيز >ا . امزج جيداً 
بعمود زجاجي نظيف . 

5 - احضن الأنابيب عند درجة حرارة 37.5مْ فى حاضنة هزازة بدرجة هز 100 
دوره في الدقيقة لمدة 12 ساعة . 

6- رسب 088 الخلايا بطريقة الفينول : كلوروفورم . 

7 - رسب ال 0/8 بالكحول والطرد المركزي كما سبق . جفف النموذج ثم اذبه 
بإضافة 200 مايكروليتر من محلول 12 . 


8 - احفظ نموذج ال 018 بدرجة حرارة - 20 م . 


1 


3 


1 استخلاص ال018 من المزارع النسيجية | 


1 - أضف الى محلول الخلايا التي تم حصادها في الخنطوات 18 من انشاء مزارع 
نسيجية من خلايا محفوظة أو الخطوة 21 من الطريقة الأولى لانشاء مزارع 
تتنتفحية م اتلستحة حعية أو اطلنطوة 20م الطريقة. الفاتية لأنساء الا 

ية من 3 من : رع 


النسيجية من أنسجة حية 10 مايكروليتر من انريم بروتينيز >ا (100 
مايكروجرام/سم3) وامزجه جيدا . 

2 - احضن الأنابيب بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 1 - 3 ساعة . 

3 - أضف 200 - 300 مايكروليتر من محلول 505 (9025) الى محلول الخلايا . 
امزج جيداً بعمود زجاجى نظيف . 

4 - الحضن أتأسنت الاستخالاص بدرجة حرارة 5م (حمام مائى) لنصف 
ساعة . 

6 - رسب ال ثلا كما في الطريقة الخاصة بذلك . جفف نموذج ال صلاما ثم 
أذبه بإضافة 200 - 400 مايكروليتر من محلول 12 . 


7 - احفظ غماذج ال 0/8 بدرجة حرارة - 20مْ . 


1 


استخلاص ال008 من الانسحجة الحيوانية 


تستخدم هذه الطريقة لإستخلاص ال 00/8 من نماذج الانسجة الحية أو 

ا لحمدة أو الحفوظة بالفورمالين : 
اغسل تموذج النسيج جيدا با محلول الفسلجي المثلج قبل بدء العمل . 

1 - نحل ما زنته 5 - 8 غرام من النسيج واغسله بمحلول +بون0 - 1/58 ثم قطعه الى 
قطع صغيرة ورقيقة مستخدما شفرة جراحية حادة وقوية مع المحافظة على 
ترطيب النسيج بمحلول جبون - 58الا . 

2 - انقل القطع النسيجية الصغيرة الى طبق زجاجي نظيف واضف اليها 2 سمة 
من محلول التويسدة دح. 5960 واستمر في تقطيع وهرس النسيج لمدة 5 دقائق 3 


يقوم انزيم التربسين بإذابة الانسجة الرابطة بين الخلايا مما يؤدي الى 
تفكيك النسيج الى خلايا مفردة أو تجمعات خلوية بسيطة . 


3 - انقل محلول الخطوة السابقة الى أنبوبة طرد مركزي نظيفة . 
4 - اطرد الانبوبة مركزياً بدرجة 3000 دوره في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 
++03 - 1/158 وتخلص منه بعد ذلك بالطرد المركزي كما سبق . 


استخخدام المجانس الزجاجي لتحطيم الخلايا 0 


6ت أذب راسب الخلايا بإضافة 5 سم3 من محلول +بج2) - هرو را وانقله الغوج 
امجانس الزجاجى 21رمع لمحاو ععدناهنا 61355 . 


7ت حطم خلايا النسيج بإستخدام الذراع م عن طريق ضغط الذراع داخل فراع 
ا مجانس نحو الاسفل وسحبها نحو الاعلى . كرر العملية 8 - 10 مرات . 
8 - أعد عملية التحطيم مستخدماً الذراع 8 ولخمسة مرات . 


36 


ملاحظة : 


يجب أخذ الحيطة والحذر عند إستخدام الأذرع الزجاجية إذ ان 


الضغط بقوة دون الانتباه قد يؤدي الى تحطم المجانس أو انكسار 
الذراع وما لذلك من خطورة حقيقية . 


9 - اجمع محلول الخلايا الناتجة من عملية التحطيم في أنبوبة استخللاص 
زجاجية صلبة نظيفة . اغسل المجانس الزجاجي بواسطة 5 سمة من محلول 
++08 - 1/158 وأضفه الى أنبوبة الاستخلاص . (يمكن استخدام اكثر من 
أنبوبة استخلاص لتجميع محلول الخلايا) . 

0 - تخلص من كتل الانسحجة التي ريما وجدت في المحلول بتنقية المحلول بإمراره 
عبر قطعة شاش طبى مبللة بمحلول 2018 - 1158 . 

31 - أضف محلول 2078 - 1158 لكل أنبوبة من أنابيب الاستخلاص التى 
تحتوي محلول الخلايا حتى فوهة الأنابيب . 

2 - اطرد الأنابيب مركزياً بقوة 2000 دورة فى الدقيقة لمدة 10 دقائق لترسيب 
نوى الخلايا فقط . 

3 - تخلص من الراشح (يمكن الاستفادة منه لإستخلاص 8/م9 المايتوكوندريا) 
وأضف لراسب النوى 5 سم3 من محلول 5878 . 

4 - أضف 10 مايكروليتر من انزيم بروتينيز »ا (100 مايكروجرام/سم3) الى 
محلول الخلايا . أمزج 00 واحضن الأنابيب بدرجة 37.5 : لملة 3-1 
ساعة . 

5 - أضف 200 - 300 مايكروليتر من محلول 505 (6025؟) الى محلول نوى 
الخلايا وأمزجه جيداً وبهدوء بإستخدام عمود زجاجي نظيف . احضن 
الأخامييتث يدرجة حرارة دم حمام مائى لمدة نصف ساعة . 
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مللاحظة : 


يصبح المحلول فى هذه المرحلة ريخا بسيب وجود ال قلاط . 


6 - استخلص ال (0١18‏ بطريقة الفينول : كلوروفورم . 

7 - رسب ال 0١/8‏ بالطريقة الخاصة بذلك . جفف النموذج وأعد اذابته بإضافة 
0 - 300 مايكروليتر من محلول 18 . 

8 - احفظ نموذج ال ىلا0 بدرجة حرارة - 20م . 

استخدام امجانس الكهربائى : اع 2أمعوهدصهصلط أقاعالز عتناعواع 
اغسل المجانس من الداخل جيداً ثم جففه واحفظه بدرجة حرارة 4م وحضر 

1 - اغسل النسيج جيداً بمحلول ++08 - 1158 ثم اقطعه الى قطع صغيسرة 
5070 شفرة جراحية حادة قوية مع المحافظة على ترطيب النسيج 
بمحلول ++ة0 - 1/158 . 

2 - انقل محلول قطع النسيج الى امجانس الكهربائي ثم أضف كمية مناسبة من 
النتروجين السائل وأغلق غطاء المجانس جيداً ثم قم بتدويره بسرعة عالية لمدة 
60 ثانية . 
الى أنبوبة طرد مركزي . 

4 - اضف 5 سم3 من محلول 578 الى محلول النسيج وامزجه جيداً . 

5 - أضف 10 مايكروليتر من إنزيم بروتينيز »ا (100 مايكروجرام/سمة) الى 


محلول الخلايا وامزجه جيداً واحضن الانبوبة بدرجة حرارة 37.5مٌ لمدة 1 - 3 
ساعة . 


3 


6 - أضف 200 - 300 مايكروليتر من محلول 5805 (9625) الى محلول الخلايا 
وامزجه جيد بعمود زجاجي نظيف . 
احضن الانبوبة فى حمام مائي بدرجة 65م لمدة نصف ساعة . 

7 - استخلص ال 008/8 بطريقة الفينول : كلوروفورم . 

8 - رسب ال 0/68 بالكحول والطرد المركزي ثم جفف النموذج . 

9 - أعد اذابة ال 088 بإضافة 200 - 300 مايكروليتر من محلول 78 واحفظه 


بدرجة حرارة - 20 م . 
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قياس تركيز ال008 فى النموذج المستخلص 


1 -تجل 5 مايكروليتر من محلول ال ملاما مجهول القر كيد وانقله الي أنبوية قياس 
عأأعنالاه 3112لالا . 
2 - أكمل حجم السائل في أنبوبة القياس الى 1 سمة بإضافة ماء مقطر . 
4 - ضع أنبوبة قياس نموذج ال 5لا في جهاز قياس الكثافة الضوئية واضبط 
الطول الموجى عند درجة 260210 . 
5 - اقرأ قيمة الكثافة الضوئية للنموذج التى تمثل تركيز ال 5لا بالمايكروجرام 
في مايكروليتر واحد . 
ان تركيز ال 8لا في النموذج - قراءة الجهاز “ا 10 
فلو افترضنا بأن قيمة .0.0 عند الطول الموجي 260 لنموذج ال 0/8 هو 
5 فإن النموذج الاصلى لمحلول ال 6لا (5 مايكروليتر) سوف يحتوي على 
5 مايكروجرام من ال 088 . فلو افترضنا بأن حجم محلول ال 008 في 


النموذج الرئيسي هو 200 مايكروليتر فسوف يكدن تركيز ال 65لا فيه يساوي 


0 «< 5 - 200 مايكروجرام . 
5 


أو 1 مايكروجرام/مايكروليتر . 

- أما في حالة معرفة تلوث نموذج محلول ال 0١16‏ بالبروتين أو ال 88/6 فإنه يتم 
قياس الكثافة الضوئية للنموذج عند طول موجى 260 و2580 فإذا كانت قيمة 
نسبة القراءة عند 260 الى قيمة القراءة عند 280 تساوي 1.8 فإن النموذج 
غير ملوث أما إذا كانت اقل من 1.6 فإن نموذج ال 08/8 غالباً ما يكون ملوث 


و يحبا إعادة تنقيته 8 
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ش تنقية محاليل ال 00/8 الملوثئة | 


في حالة أن التلوث يعود لوجود البروتين أو الفينول أو الكلوروفورم فإنه يمكن 

بسهولة تنقية محلول ال هلام . 
تستخدم في عملية التنقية عادة اعمدة كروماتوغرافي صغيرة معبأة وجاهزة 

للإستخدام مثل أعمدة سفيدكس 650 “«©080م58 . 

1 - علق العمود بإستعمال حامل حديدي وماسك خشبي أو غيره . 

2 - اغسل العمود بإضافة محلول 15 الى العمود ثم ازالته مرة أخرى . أعد 
الغسيل لثلاثة مرات . 

3 - اضف تموذج محلول ال 0818 الى العمود . 

4 - اضف 400 مايكروليتر من محلول 15 الى العمود واترك المحلول يخرج من 
النهاية الضيقة للعمود . 

5 - كرر عملية اضافة محلول 12 لخمسة مرات . 

6 - اجمع محلول 125 الذي يخرج من النهاية الضيقة للعمود فى كل مرة تضيف 
فيها محلول 12 جديد . 

7 - انقل المحاليل التى تم جمعها في أنبوبة واحد . 

8 - رسب ال 0/8 مستخدماً الطريقة الخاصة بذلك . جفف غوذج ال 68/8 
وأعد اذابته بإضافة 200 مايكروليتر من محلول 18 . 
إضافة الى الطريقة السابقة فإن هناك طرقاً عديدة اخرى للتنقية تعتمد على 


محاليل جاهزة مثل طريقة 01630 6606 التى توفر موادها شركة البايوتكنولوجى 
الامريكية . 


الفصل الثالث 


إستخدام الاتزيمات لتقطيح وتحوير 


وتصضم ال 20124 


1135 0ع5ن] 111271215 


7“ 


وه مو 


همقل هس سك 


تستخدم في عملية الهندسة الورائية الكثير من الانزعات . بعض هذه 
الانزهات يستخدم في تقطيع الاحماض النووية 0828 وأخرى في لحام قطع ال 

هلا اضافة لانزعات اخرى عديدة ذات وظائف مختلفة . 
يمكن تصنيف هذه الانزيمات الى مجاميع اعتماداً على وظيفتها وهي : 

1 - أنزعات بلمرة الحماض النووي 076/2565لا201 2610 مذواءنالاا وتقوم هذه 
بتصنيع نسخ من الحامض النووي من خلال تصنيع السلاسل الجديدة عبر 
اضافة النيوكليوتيدات بعضها جنب بعض وفق قواعد معينة . 

2 - أنزعات قطع الاحماض النووية 0765ل021© 8651101100 تقوم هذه الانزمات 
بقطع الاحماض النووية (008) في مواقع محددة أو عشوائية لانتاج قطع 
متنوعة الطول من الحامض النووي . 

3 - أنزيمات اللحام ١192565‏ وتعمل هذه على لحام قطع الحامض النووي المتناظرة 
بعضها مع بعض وهي بذلك تقوم بعكس عمل الانزيمات القاطعة . 

4 - أتزماتن التحوير 75/ا602© 170/ا1/00[11 وتعمل هذه على تحوير نهايات الحامض 
النووي من خلال إضافة اوحذف مجاميع كيميائية معينة . 


أنزيمات بلمرة الاحماض النووية دء06:25]برامم 


أولا : أنزيمات بلمرة الحامض النووي 008/8 : 


تقوم هذه بتصنيع نسخ جديدة من الخامص اند :وي 08/8 . هناك عدة أنواع 
من هذه الانزهات استخلصت من كداثنات محتلفة . بشكل عام أن أنزمهات 
البلمرة هذه تحتاج إلى بادثة 607061 ذأر: 3.1.3 هيدروكسيلية لبد العمل وكذلك 
قالب من شريط مفرد من ال ىلا0 . 


اا 


1 - أنزيم بلمرة ال هلئ0 البكتيري ١‏ ©7©6/25/ااهط هلا0 : 
يتألف هذ الانزيم من وحدتين الاولى صغيرة تعمل على تأكل شريط ال 
هلاه من النهاية الثالثة بإتجاه النهاية الخامسة أما الوحدة الثانية الأكبر 
حجما فتقوم بنشاط البلمرة من النهاية الخامسة نحو النهاية الثالثة . يعمل 
هذا الانزيم المستخلص من البكتريا المعوية أاد© .6 على قوالب 0١/8‏ فقط 
مستخدما بادئات مؤلفة من 88/8 أو ظلا0 لكنه أكثر كفاءة بوجود بادئه 
هلا0 . في نشاط الهدم أو التأكل لوحدته الصغيرة فإن الانزيم يستطيع هدم 
شريط مفرد أو مزدوج من ال 08008 وإنتاج نيوكليوتيدات مفردة أو سلاسل 
قصيرة منها يتراوح طولها بين 3 - 10 نيوكليوتيد . 
ان وجود نشاطين لهذا الانزيم يعمل على تحديد استخدامه لذلك فقد لحأ 
جديد هوانزيم قطع كلينو 176/ا602 1139106111 الاومع!»ا الذي يمثل وحدة 
البلمرة والبناء في أنزيم البلمرة الأول ١ا50‏ . 

2 - أنزيم بلمرة العاثيات76:2565/ياادص هلاا0 17 و14 : 
تقوم العاثيات 14 و77 التي تصيب البكتريا أامه .ع بإنتاج هذه الانزيمات 
وهي لا تختلف كثيرا عن أنزيم البكتريا 501١‏ اذ أن لها نشاط هدم وآخر 
للبناء . الا انها تتميز بكفاءتها وقدرتها على العمل في أسى حامضي عالي 
8- 9 مقارنة مع 7 مع أنزيم البكتريا . هذا اضافة لاختلافات اخرى . 

5-20 أنزم البلمرة ©76:25الاامط ثلاا0 1360 : 
تم عزل هذا الانزيم من بكتريا المياه الحارة 2010211605 11610005 وهو يتميز 
بنشاط الهدم والبناء وكفاءته العالية فى درجات الحرارة العالية 70 - 80مْ . 
ويتوفر الان انزيم بيلمرة 130 خالي من نشاط الهدم ويستخحدم كثيرا في 
تفاعلات سلاسل البلمرة 508 . ويذكر بأن كل من نشاط البناء والهدم 
الهدم من النهاية الثالثة . 


>” 


ثانياً : أنزيمات بلمرة الحامض النووي هلا8 : 

وهى انزيمعات تقوم ببناء نسخة 8108 من قالب ملام دون الحاجة الي بأدئة . 
تمتلك البكتريا عادة على نوع واحد من هذه الانزمعات ليناء حجميمع أنواع االحخامض 
النووي 8185 ويطلق عليه اه ىلا8 بينما تمتلك الاحياء حقيقية النوى ثلاثة 
أنزعات . الأول 201١‏ 6ل88 لبناء الحامض النووي الريبوزي الراييوسومى 8ل88 ؛ 
(185 و 285) وااامط ثلا8 لبناء الحامض النووي المرسال 8411 م والثالث ملم8 

ااا 50١‏ لبناء الحامض النووي الناقل 88018 ؛ والرييوسومى(55) 880/8 ١‏ . 

اضافة لما سبق فإن هناك نوعان اخران من أنزعات البلمرة فى العاثيات . 
الاول هو أنزم الاستنساخ العكسي © 66/65 الذي له القابلية 
على بناء نسخ ملا8 من 08018 أو العكس . 


ويتوفر هذا الانزيم فى معظم الفايروسات المرتدة 105©5ا561,0 والثاني هو انزيم 
بلمرة العاثيات وله عدة طراز منها 556 و13 و 17 وتتميز هذه الطرز بأن لها 
القدرة على بناء نسخ 8لا8 من مزدوج 6لا0 . 


أنزهات اللحام 5 ا 


تعمل هذه الانزيمات على ربط الاحماض النووية من خلال بناء أواصر 
الفوسفور ثنائي الاستر 50205 00165181 طامومطط التي تشكل العمود الفقري 
لهذه الاحماض . هناك ثلاثة أنزهات للحام هي أنزيم اللحام المستخلص من 
بكتريا القولون 3565و | 0/8 امه .ع وآأخران مستخلصان من العاثى +7 
احداهما يعمل في لحام ال ع5دونا قلا +1 وآخر ع5دونا ظلالظ 14 . ْ 


يستخدم الانزمات 356ونا 006 و ©5دونا هلا0 14 كثيراً في عمليات لحام 
مقطع ال قلاط المزدوج بينما يستخدم الانزيم 119356 880/8 14 فى لحام نهايات 
الاشرطة المفردة لل 0١/8‏ لانتاج جزيئة حلقية من ال ثلا0 . 
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انزمات التحوير 7©5الا202© 10 ألا0017الا! 
تعمل هذه الانزيمات على تحوير النهايات الخامسة أو الثالئة لقطع الحامض 
النووي وكذلك يضيف بعضها عدد من النيوكليوتيدات . أهم هذه الانزيمات : 
1 - الفوسفاتيز القاعدي ©2125 طمةمطع عمو ذلهعاام 
يقوم هذا الانزيم بإزالة مجاميع الفوسفات من النهاية الخامسة في قطع ال 
. ويستخدم لمنع القطع من إعادة الإلتحام مرة ثانية . 
2 - كاينيز متعدد الني وكليوتيدات 09856اكا 6011016اعناملاامص 
يعيد هذ الانزيم مجاميع الفوسفات الى النهاية الخامسة لقطع ال قلاط . وهو 
بذلك يعمل عكس الانزيم الأول . 
8-:الت استفيرية النهائي الطرفي 11 عفمعأسصق1 الال أأمعاعص بانلا لامعل لهصامعة 1[ 
يضيف ني وكليوتيد أو أكثر للنهاية الثالثة الهيدروكسيليه من قطع ال 03/5 . 
أنزيهات الهدم 5 ]اع نلا 
وهيى مجموعة كبيرة من الانزمات التي لها القدرة على هدم اللاحماض 
النووية بنوعيها ملانا وفطكظ . 
أولاً : أنزمات هدم ال هل0ا8 : 
هناك عدة أنزمات تقوم بذلك أهمها : 
لا 800356 المعزول من بكتريا القولون أامه.ع . 
م 80/356 المعزول من البنكرياس البقري . 
2 و11 881356 المعزول من الفطر أسبرجلس 001/226 .م . 
ا : أنزمعات هدم ال هل08 : 
إضافة لنشاط الهدم في أنزهاتن البلمرة التى سبق الحديث عنها فإن هناك 
أنزيمات مستقلة أخرى تعمل على هدم ال 8/ا0 منها : 


الا 


| ع5 المعزول من البنكرياس البقري. 

©5 © اعنام 51 المعزول من الفطر أسبرجلس . 

. ع5دعاعناملاع المعزول من بكتريأا القولون‎ !١ 

5 لاوا أه 565:1 الانزعات القاطعة المعزولة من بكتريا القولون وتعتبر 
هذه من أهم مجاميع عه ال قلااط . 


هناك ثلاثة أنواع من أنزيمات القطع هي : 
الطراز الأول | »ملا1 والطراز الثانى ١!‏ 7/56 والطراز الثالث !!!ا ©ملا1 . ويعتبر 
الطراز الثاني من هذه الانزيمات من أهمها وسيتم الحديث عنها كثيراً خلال هذا 


الفصل وعيره . 


أنزهات القطع من الطراز الثاني 
5 1101 ادوع |أ عملنا1 


تعمل هذه الانزيمات على القطع الداخلى للسلاسل المزدوجة من ال 6لا0 
.تتميز هذه الانزيمات بقدرتها الدقيقة على القطع من أماكن معينة دون غيرها . 
لذلك فإن لكل أنزيم من هذا الطراز مواقع معينة مميزة يعمل عندها (جدول -1 
3) . ونتيجة لهذا التخصص فى العمل فإنه من الممكن معرفة الخريطة الانزيمية 
وعدد القطع الناتجة من كل شريط .هلا6 (جدول 2-3) . 

تختلف طبيعة القطع الناتجة من استخدام هذه الانزعات » فبعضها يكون 
ذات نهايات لزجة 005ع لإكاه511 ,0 علاأوع0© وبعض الانزيمعات تنتج قطعاذات 
نهاية غير لزجة أو عمياء 6005 (لاا8 . 


1 

0-8 هم + © - 5 1 ممع هم تج 5 

يم 26 ومم 11 556 
نهايات لزجة ْ 

تودهة 4 6-66 اأاعول 6-3 66 5ه 

ع 2 21 1 066 2 


ا 


جدول 3 -1 : عدد من الانزيمات القاطعة ومواقع القطع الخاصة بكل منها . 
موقع المع 
1] موعط عجرمماه 
11] ص8 ععجماه 


ل 
اا لماك 6001م 


0 
لوملا 666 


1 ااا 08160 ل 
1 أو مجه 
اا نامام مجاعم 

661 53118 


ل 
46 )0 

ل 
نطلا ممم |0 | 


حيدة تؤدي الى ناح التفاعل : وتتعرك معظم الانزمعاتن القاطعة فى الكثير هد 
ظروف تفاعلاتها . الجدول التالى يبين أنواع المحاليل الدارئة 0165ا8 المنامسبة 


معظم هذه الانزعات 7 


جدول 3 - 2 : المحاليل الدارئة المستخدمة مع معظم أنزيمات القطع . 


حكد اعونا 2 ا اع -وزم+ نوع المحلول 10آ 


(ا) ب#اما 
(/1) مبامعل/ا 


(2) طوتك 
ا 
0 
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نحضير تفاعل الإنزيمات القاطعة 
1 - فى أنبوبة أبندروف معقمة أضف 10 مايكروجرام من محلول ال ملااط . 
2 - أضف 2 مايكروليتر من المحلول الدارىء المناسب للإنزيم . 
3 - أضف 10 -20 وحدة من الانزم . 
4 - اكمل حجم التفاعل الع 20 مايكروليتر بإضافة الماء المقطر المعقم أو محلول 1 . 
5 - أمزج التفاعل جيداً ثم احضن بالدرجة الحرارية المناسبة لفترة 1 - 2 ساعة . 
6 - تأكد من نجاح التفاعل بأخذ 1 مايكروليتر من محلول التفاعل وتحليلها عن 

طريق الهجرة الكهربائية عير هلام . 


ملاحظة : 


التفاعل ناجح في حالة الحصول على مسحه طويلة من ال 80/8 أو 


عدة حزم . أما في حالة الفشل فتحد حزمة واحدة في قاعدة 
الهلام . 


4 


الخرائط الانزمية: 

نظراً لاختلاف مواقع قطع الانزيمات القاطعة على تردد الحامض النووي 
لذلك فإنه بالإمكان تحديد عدد القطع الناتجة من معاملة 0/8 معين مع كل انزيم 
بإستخدام الهجرة الكهربائية عبر هلام . 

ان تلك الحقيقة اتاحت للعلماء فرصة بناء خرائط أنزيمية لعدد كبير من 
الانزمعات جموعة ليست قليلة من اجينات 66202065 . 

لأجل بناء خريطة أنزيمية مجين معين أتبع الخطوات التالية : 

لنفترض بأن امجين المطلوس تحديد خريطة الانزمات 38 5 9و1 880 و 
|| ناياط له مؤلف من 20 كيلو قاعدة 01018 حلقى . 
1 - جهز تفاعل مع كل من الانزيمات 38 590 و 11 8900 و |1 بلاط كل على 

انفراد (أنظر طريقة تحضير التفاعل الانزيمى كما سبق) . 
2 - حلل تفاعل كل انزيم بإستخدام الهجرة الكهربائية عبر الهلام . 
3 - جهز تفاعلات مزدوجة كالتالى 

38 للة5 + 1لا صمنك ١‏ 


ذة برات5 + |إانياصط 
داس وواعن”ت 75 || 8ض 


ملاحظة : 


احتياجاتها من المحلول الدارىء ودرجة الحرارة . أما فى حالة اختالاف 
ظروفها فيتم اجراء التفاعل الأول ثم تنقية ال هلاه ومن ثم اجراء 
التفاعل الثاني . 

4 - حلل نتائج التفاعلات المزدوجة عن طريق الهجرة الكهربائية عبر هلام . 
تحليل نتائج تفاعلات الخريطة الانزيمية : 


ولنفترض بأنه تم الحصول على النتائج التالية : 


عدد وحجم القطع الناتجة نوع التفاعل 
زعكها 
20 هك 5211 


1 م8 

| انالام 

1 | مرح8 + 348 521 
اأن/ا8 + م3 لال52 


1] مرحق8 + | رياص 


الخريطة الانزعية للتفاعلاات المفردة : 
5210 52138 


- طكها 20 
: 20 


1 88020 [1بم مرجع 


طكا 20 0 2 1 0 5م 12 0< إبر بروع 


0 0 طكا 
اانياط 
»ا 20 و ل م16 0 اا نالا 
او | 4 طعا 12 
0 
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الخريطة الانزيمية للتفاعللات المزدوجة : 

1 - تفاعل 11 مرح5 + 348 531 : 
من مقارنة نتائج التفاعلاات المفردة لهذه الانزمعات ونتائج التفاعل المزدوج 
لهما سنجد أن الخريطة الانزيمية ستكون كالتالى : 


مللاحظة : 


ان نتائج التفاعل المزدوج تبين أن هناك موقعاً مفرداً للإنزيم 38 د52 
يقع على القطعة كا 12 الناتجة من تفاعل 8950111 بيئما لا تمتلك 


القطعتان »ا 6 و 40> 2 الناتجة من تفاعل الانزيم 111 8370 أية مواقع 


الالإنريم هد 511 . 


اوواعاةا 1م مرجم 
2 1 6 0 طعا 12 ا 


1 م8 » 
لوي 0 


مق لهك 


11]| مرحم 


2 -- تفاعل !! بام + 38 531 : 
من مقارنة نتائج التفاعلات المفردة لهذه الانزيمات ونتائج التفاعل المزدوج 
لهما سنجد ما يلى : 
أن الموقع المفرد لقطع الانزيم 38 داة5 يقع على القطعة الطويلة 6»! 16 الناتجة 
من تفاعل الانزيم المفرد ١|‏ نالاط . 


»ا 4 0 ط>ا 16 || نالام 


+ 
865 
153138 7.5 0 


3 - تفاعل !| نالاط + 81 8850 : 


من مقارنة نتائج التفاعلات المفردة لهذه الانزيمات مع نتائج التفاعل المزدوج 
نلاحظ أن هناك موقعي قطع لأنزيم !| دالاط يقع الأول على القطعة »ا 8 
الناتجة من تفاعل الانزيم 011 8300 (ويقطعها الى قطعتين هم 9.5 و 2.5 
كيلو قاعدة) والموقع الثاني يقع على القطعة 0! 6 الناتجة من تفاعل الانزيم 
1 830 (ويقطعها الى قطعتين هما 4.5 و 1.5 كيلو قاعدة) لذلك فالخريطة 
الانزيمية لهذا التفاعل هي : 


1 ]| مرحم 
طعا 4 1 ما 6 ل م»ا 12 
4ل 
مكا 2‏ 5+ 45 25 دكا 9.5 
| ناياط 


وعما ان الانزم ١‏ نالا يشطر البلازميد الى قطعتين هما 5»! 16 و ا 4 لذلك 
فان الخريطة الانزيمية لهذين الانزيمين هى : 


ا نيام اانياط 


كا 9.5 2.5 1.5 4.5 2 


4 - يتم تعيين موقع قطع الانزيم هت 521 من مقارنة نتائج التفاعلاات المزدوجة 
النهي متبعركه فيها وتفاعلة المنقرد ولذلك سوف تكون الخريطة الاادتمية لد 
دلاط الحلقى المفترض كالتالى : 


كلذ 


ادك لامك 1 ممروع انام 1 موه 


كا 
طكا 1 طكا 8.5 1 25 15 4.5 2 


أ لالاط 


وفي حالاات معينة من تحديد الخرائط الانزيمية فانه يتم اللجوء الى تفاعل 
جزئي لأحد الانزيمات . التفاعل الحزئي هو عدم اعطاء كامل الفرصة للانزيم 
اموي ال ثلا بحضانة التفاعل لفترة قصيرة او وضع كمية قليلة من 
الانز . 
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تفاعل سلسلة البو ليمير ز (508) موائعوه8 متقطك عكمعع مامص 


لقد أستعيضت عملية تضخيم قطع 00/8 معينة أو مورثات معينة التي كانت 
تجرى اربط هذه القطع مع بلازميد أو عاثي ثم مضاعفتها داخل البكتريا بطريقة 
جديدة كلياً وهي تفاعل سلسلة البوليميريز 5018 . وأصبح الان وبإستخدام هذه 

يقة تضخيم المورثات الى ملايين النسخ دون الحاجة الى اتباع أسلوب الكلونة 
العام 5 


يعتمد هذا التفاعل على وجود نسخ مفردة من تردد ال 0/8 المراد تضخيمه 
اضافة الى بادئة خاصة به وأنزيم بلمرة 208/8 . يعتبر أنزيم البلمرة 729 من أفضل 
الاقعات لمعيه فى هده العجلية نظرا لقابليقة العالية على التلدرة بذرجات 
حرارة عالية واستقراريته بدرجات الحرارة التى تتراوح بين 94 - 95 م المستخدمة 
في فصل الاشرطة المزدوجة . وأصبح اجراء هذا التفاعل لا يحتاج الكثير من 
الجهود نظراً لتوفر الانزيم والبفر اضافة لانواع مختلفة من البادئات التي تناسب 
تضخيم عدد كبير من المورثات . والأكثر من ذلك توفر الاجهزة الكهربائية التي 
فنا ذاقنا بحيث أن عملية التضخيم لا تحتاج سوى تحف. . التفاعل ووضعه في 
الجهاز بعد برمجته ليعمل بعد ذلك ذاتياً في توفير ظروف التفاعل وفصل 
الاشرطة المزدوجة . 

وأصبحت حساسية هذا التفاغل غالية عدا هيك عكن الجراءه على : سخحة 
واحدة فقط كقالب . كما يمكن استخدامه لتضخيم قطعة 018 معينة في خلية 
واحدة كما يحصل في تحديد جنس الجنين أو استخدامه فى التضخيم على 
التحضيرات التسيحية همباث 3 + 

ونتيجة لأهمية هذا التفاعل أصبح من التفاعلات المهمة التى يجب توفيرها 
في جميع مختبرات الوراثة الجزيئية والهندسة الوراثية . 


هلم 


لهذا التفاعل تطبيقات عديدة منها تحديد جنس الأجنة بإستخدام بادئات 
خاصة لواقع معينة على كروموسوم ” أو تحديد وجود عيوب وراثية مثل الطفرات 
الوراثية أو الانتقالات الكروموسومية المعروفة وغيرها . هذا عدا استخدامه فى 
تهيئة احسات اللازمة كين عمليات الهندسة الورائية وعيرها . 
آلية تفاعل 568 : 

كما قلنا سابقاً فإن هذا التفاعل يستهدف تضخيم قطعة 00/68 معينة . لذلك 
فإن هذا التفاعل يحتاج الى قالب مفرد من شريط ال هلاما وبادئة معينة اضافة 
للانزيم 139 وبفره والنيوكليوتيدات المعروفة 07015 وتوفير ظروف معينة . 

نذا التفاعل بإلتصاق البادئات في النهايات الثالثة والخامسة في الموقع 
الني وكليوتيدات الى البادثات وربطها مع بعضها . في نهاية الدورة الاولى من 
التفاعل فإنه سينتج لدينا أشرطة مزدوجة في الموقع المعين . لذلك فإنه يجب 
فصل هذه الأشرطة للحصول على أشرطة مقردة مرة أخرى . يتم ذلك عن طريق 
استخدام درجات حرارية عالية 94 - 95 : لفترة محددة يتم بعدها تخفيض درجة 
الحرارة الى الدرجة المناسبة لبدء تفاعل البناء مرة أخرى لانتاج أشرطة جديدة 
أشرطة جديدة وهكذا . وفي كل مرة يتم فيها التفاعل وثم فصل الأشرطة 
تتضاعف عدد نسخ الموقع حتى الحصول على العدد المطلوب اعتماداً على عدد 
دورات التفاعل (شكل 1-3) . 

في حالة الحاجة الى الحصول على مجس موسم اشعاعياً فإنه يضاف 
نيوكليوتيد واحد أو أكثر موسم اشعاعياً (0670 320 مثلاً) . يدخل الني وكليتويد 
الموسم امتعاعينا فى التفاعل معطياً اشرطة تمثل الموقع المعني ولكنها موسم 
أشتعاعيا : 
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ملااحظة : 


القطع الناتتجة من تفاعل 8م تكون ذات نهايات عمياء والنهاية 
النهايات وإضافة الفوسفات قبل استخدامها في الكلونة مع ناقل . 


فصل الاشرطة 
المردوجة 
ل لس سي ست ست سي ل سس لس سس لس ل جه 
4 سد سم سم سس سس يس سس مم صم مم مم ا 
ل سس لم سح لس سس سس سس سس سس سس سس جه 
دو # ل سد سي لم لس ذم ليم لس سم سم سم ساس 
اضافة الانزيم بناء الاأشرطة 
امه قلاط الجديدة من ال 
ملاانا 
للم 0م 0 لمم 
ليم ل ا 
يسبت ب م الا 


اشرطة مقردة _ 


اضافة البادات أ مع اشرطة ال 
ملام 
5 7 
2 اضافة الانزيم | هناء اشرطة 
201 6لا | جديدة من ال 
صلا ل + فلام 
اويا ا اك لا ِ- 
ع سس ست ست صا 
5م فصل الاشرطة 


شكل 1-3 تخطيط لدورتين من دورات تفاعل 508 . 


4ه 


محاليل: 


محلول دارىء لانزِيم ©085تكا 14 710 : 


00 اآلن/أطا له - 105 
00 نأمط 2 
060 آ/أمطا [اع 
10 اللصط صم 
4 برم 


محلول دارىء لانزم © مالزامه و13 210 : 


00 آ/الصط اه - 1115 
0 اللصط اعكا 
15 الأصلصط 2 
00'101/أ2 مأأواع 0 
3 إبرم 

أنزيهات: 


ع5 ملكا عل أأمعاء ل طلاامط 14 


5ع مملااه2 ملانا 150 


م8 


ظ اجراء تفاعل 2018 مع ناقل هحين: | 


في هذا التفاعل يتم تضخيم قطعة ال 08/8 المهندسة الى الناقل دون الحاجة 
الى ادخال الناقل الهجين الى نخلايا مضيف كما هى العادة . 

يتوفر العديد من أنواع البادئات التي تاينب تواقل مختلفة . لذلك فإن 
يجب اختيار البادئات المناسبة الخاصة بالناقل . ولنفترض , أن الناقل الهجين هو 
العائي 55 13 ١/1‏ لذلك فإن البادئات المناسبة هي : 
البادئة 1 3 - 6ه 6 © هن 67 م 60 611171-00 6 46 000 - 5 
البادئة 2 3 - 8 6 6 8 60 8 80 0 171 1 فلدنذم 26066641 - 5 


1 - حضر التفاعل التالى فى أنبوبة مناسبة : 


10 مايكروليتر محلول الناقل الهجين 

1 فايكرة لكر بادئة رقم 1 150 نانوجرام/مايكروليتر . 
1 مايكروليتر بادئة رقم 2 150نانوجرام/مايكروليتر . 
0 هايكروليتر ‏ محلول دارىء 72010 

8 مايكروليثر خليط نيوكليوتيدات 12ل8ة 0 . 

1 مايكروليتر أنزيم البلمرة 129 (5 وحدات) . 
56 مايكروليتر ماء مقطر. 


2- أمزج خليط التفاعل جيدا وأضف 30 مايكروليتر زيت معدنيى 01 اهنعداالا 
لتغطية التفاعل لمنع تبخر السوائل أثناء الحضانة . 

3 - اضبط جهاز الدورة الحرارية :0/016 /|175©61502 عند درجة حرارة 94 - 95 : 
لمدة 40 ثانية و50 لمدة دقيقة و70 - 72 م لمدة 2 دقيقة وثبت كذلك عدد 


/4 


ملاحظة : 


في حالة عدم وجود جهاز دوره حرارية مبرمج يتم تبزئة درجات الحرارة . 


4 - ضع أنبوبة التفاعل في جهاز الدورة الحرارية حتى نهاية الدورات الحرارية . 
5 - أحضن التفاعل مرة أخرى بدرجة حرارة 72م لمدة خمسة دقائق لاتاحة 
الفرصة لانزيم البلمرة لملأ أية ثغرات موجودة في النسخ الجديدة . 
6 - تأكد من نجاح التفاعل بإجراء الهجرة الكهربائية ل 2 مايكروليتر من محلول 
التفاعل عبر الهلام . 
ملاحظة : 


وجود حزمة بحجم مساوي لحجم القطعة المهندسة اليج الناقل دلالة 
على نجاح التفاعل . . هناك حزم إضافية إحداها يمثل الناقل الهجين 


(ثقيلة) والاخرى خفيفة تمثل البادئات غير المرتبطة (في حالة 
وجودها) وقد تختفي هذه من الهجرة نظرا لسرعة هجرتها الشديدة عير 
الهلام أو عدم وجودها أصلا . 


اجراء تفاعل 8018 مع قطع 01/8 مختلفة : 


يكن تضخيم قطع 0١/8‏ مختلفة بإستخدام تفاعل 508 بإستخدام بادئات 
معينة تمثل في حقيقة الأمر قطع عمياء مصنعة مختبريا مزدوجة . يتم في هذا 
الاختبار لحام البادئات بعد اضافة مجاميع فوسفات لنهاياتها الى قطع ال 0118 
المطلوب تضخيمها ثم اجراء تفاعل ال 208 . 


ولتفترضن بأن القطع المطلوب تضخيمها تعود للبلازميد 322 588 المقطع 
بالانزم ١١|‏ 26!! أو أي نموذج 00/8 مقطع بإنزيم معين . يفترض أولاً تنقية قطع ال 
ملاا هذه بعل التفاعل مخ الانزم القاطع بطريقة الفينول : كلوروفورم والترهتيتك 


البادئات اللازمة في العمل : 
الأولى : 1 3 - ©0670680 82688170066750 26607 5 
الثانية : 2 3 - 800688717107 0610606671 5 
أولاً : أضافة مجاميع فوسفات للنهايات الخامسة للبادئة رقم 2 : 
أجري التفاعل التالي في أنبوبة تفاعل : 
0 مايكروليتر محلول البادئة الثانية القصيرة 1 مايكروجرام/مايكروليتر . 
3 مايكروليتر محلول دارىء للانزيم ©10256ك! 74 610 . 
5 مايكروليتر أنزم التحوير ©1235»| 14 . 
أحضن أنبوبة التفاعل بدرجة حرارة 37.5مٌ لمدة ساعة واحدة ثم بدرجة 
حرارة 95م لمدة 5 دقيقة . 
ثانياً : ربط البادئات مع بعضها حسب التفاعل التالي 
(لإنتاج قطع عمياء) : 
4 مايكروليتر من التفاعل السابق . 
8 مايكروليتر 2 محلول البادئة رقم 1 . 
2ه يكروليكز محلول دارىء للأنزيم ©10356كا 14 10 
أحضن أنبوبة ا محلول بدرجة حرارة 90مٌ للمدة 2 دقيقة ثم أترك الأنبوبة تبرد 
بدرجة حرارة الغرفة . 
ثالثاً : ربط القطع العمياء مع قطع ال 08/8 : 
أجري التفاعل التالي في أنبوبة تفاعل : 
0 نانوجرام 2 من قطع البلازميد 
1 مايكروليتر من البادئة المزدوجة (القطع العمياء) . 
1 مايكروليتر ‏ محلول دارىء للانزيم ©25م1كا 14 10 . 
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2 مايكروليتر أنزيم اللحام ©1925| 74 (10 وحدات) . 
أحضن التفاعل بدرجة حرارة 14مٌ لمدة 12 - 18 ساعة ثم بدرجة حرارة 70م 
لمدة 10 دقائق 
رابع +'ثئة ااا قاد البلازميد المرتبطة مع القطع العمياء 
أعمل على تنقية قطع ]0١18‏ البلازميد المرتبطة مع القطع العمياء من خلال 
استخدام الهجرة ا وتقطيع مواة قع الحزم المطلوبة ثم معاملتها بأنزم 
الأجاريز 6م والفينول : : كلوروفوم لأجل الاستخلااص : 


ملااحظة : 


0 


يمكن استخدام الاعمدة في التنقية أيضا أو أية طريقة 


خامساً : تفاعل 8م 
1 - حضر التفاعل التالى فى أنبوبة مناسبة : 
0 مايكروليتر 2 محلول قطع البلازميد المرتبطة مع القطع العمياء 
3 مايكروليتر محلول البادئة الطويلة رقم 1 . 
0 مايكروليتر محلول دارىء للأنزم البلمرة 130 510 . 
8 مايكروليتر محلول الني وكليوتيدات 8212 0 . 
0 مايكروليتر ماء مقطر معقم . 
أضف 30 مايكروليتر من الزيت المعدني لتغطية سطح التفاعل . 
2 - أضبط جهاز الدورة الحرارية عند درجة حرارة 94 - 95 م لمدة 40 ثانية » 50 م 
لمدة دقيقة و70 - 72 م لمدة 2 دقيقة وثبت ثبت كذلك عدد الدورات المطلوبة . 
3 - ضع أنبوبة التفاعل في الجهاز حتى نهاية الدورات الحرارية . 
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4 - أحضن التفاعل مرة أخرى بدرجة حرارة 72 لمدة خمسة دقائق . 
5 - تأكد من نجاح التفاعل بإجراء الهجرة الكهربائية عبر الهلام . 
مللاحظة : 


القاطع راتس بيدا (أضف طول النهايات العمياء الى القطع 
لتحصل على الحجم الحقيقي) . 
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الفصل الراييع 


الهجرة الكهربائية عبر هلام 


1015م110ع»116 [ع0) 


لمعيل -__3000 | 


1 - محلول 188 << 10 : 
0.4 ألا اه - 1015 
0.2 آلا (انا 5001 
2 طلا مراع 
68 آلا إعاعلاه 
+ لتر ماء مقطر - 8.0 4م 
2 - محلول تحميل »ع]]ناط ٠020100‏ << 10 : 
320030 اماعء ااه 
5905 امصعطمه مم8 
95 55 
946 ماء مقطر 


3 - محلول أمونيوم بيرسلفيت 903 
0.3 عرام عمجم اناقاعم لطاناأطه0ططصسم 
0 سسمم3 ماء مقطر 
4 - محلول تظهير هلام الا كرليمايد مهةأنااه5 معمماعلاه2 : 


10 غرام 0ط (نانا 500 

4 سم23 ماء مقطر 

5 سسم3 فورمالين 

يتم تحضيره قبل فترة قصيرة من استعماله ا 


/ا4 


5 - محلول 5788© (1 ملغرام/سم3) : 
100 ملغرام أممن2ط ماناأمم صصق الاطمأعصتم المع لجاعلا 
0 سم3 ماء مقطر. 
6 - بروميد الاثيد يوم (10 ملغرام/سمة) : 
10 ملغرام 6 أصمرظ8 سبال تطاع 
0 سمت3 ماء مقطر . 
أحفظ المحلول في قنيئة معتمة . يرجى الانتباه إلى أن مادة بروميد الاثيديوم 
من المواد المسرطنة الخطرة . 
7 - محلول الاكرليمايد 030؟ : 
29 عرام عام الااعم 
1 غرام عل امع الع5اط عصعأالإطاعمم بلارلدر 
0 سم3) ماءمقطر. 
8 - لاع الااع 1 : 
محلول جاهر . 
9 - محلول نترات الفضة 960.5 : 
05 عرام عاط عنااله 
0 سم3 ماء مقطر. 
أحفظ الحلول في زجاجة غامقة أو معتمة . 
0 - أمونيا 901 . 
1 - جليسرول 02؟ . 


518 


هه ميا 


#مسك همك 


ان تقطيع نماذج ال 0815 الكبيرة الحجم بالانزيمات القاطعة يؤدي الى الحصول 
على أعداد مختلفة الحجم من القطع . لذلك فإنه يتوجب فصل هذه القطع 
اعتماداً على حجمها لاختيار المناسب منها في أعمال الهندسة الوراثية أو 
التمرقة كايها تهيها تكاء تكرواعة المررفلة الأدرفية او لأعدافت اخرئ:. 

تعتبر الهجرة الكهربائية أفضل طريقة لتحقيق فصل قطع ال 00/8 . وتعتمد 
هذه الطريقة على وجود الشحنة السالبة في ال 08/8 مما يؤدي إلى هجرته الى 
القطب الموجب عند وجوده فى حقل كهربائي . ان وجود قطع مختلفة الحجم 
سوف يؤدي الى انفصال هذه القطع اعتماداً على سرعة هجرتها في الحقل 
الكهربائي . وكلما كانت القطع صغيرة الحجم كانت أسرع حركة مقارنة بسرعة 
هجرة القطع الكبيرة الحجم أو المتوسطة الحجم . 

ان الهجرة الكهربائية لقطع ال 0818 تحتاج الى سط مناسب تتمكن من 
خلاله هذه القطع بالهجرة دون ضياعها في المحلول الملحي المستخدم في الهجرة 
الكهربائية . يعتبر هلام الأجاروز والبولي اكرليمايد من أفضل الأوساط 
المستخدمة في الهجرة الكهربائية . يختلف استخدام هذه الأوساط اعتماداً على 
حجم قطع ال 08/8 المراد فصلها . فمثلاً يستنخدم هلام الاجاروز لفصل قطع ال 
هلال الكبيرة والتي تتراوح في الحجم ما بين 50-1 كيلو قاعدة ذلك لأن 
المسامات الموجودة بين جزيئات هلام الأجاروز كبيرة الحجم مما يسمح لقطع ال 
الصغيرة الحجم بالحركة سريعاً والخروج من الهلام خلال فترة وجيزة بينما 
تستغرق القطع الكبيرة الحجم وقتاً طويلاً للحركة بسبب حجمها . 

لذلك فإنه من المفضل استخدام هلام البولي اكرليمايد لفصل القطع صغيرة 
الحجم لوجود مسامات صغيرة الحجم بين جزيئاته ممأ يعرقل سير القطع الصغيرة 
خلاله . 
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تحضير هلام الاجاروز 900.8 : 


1 - جهز صفيحة الهلام البلاستيكية :10:76 ا©6 عن طريق لصق شريط للاصق 
فى النهايات المفتوحة وتشبيت المشط الخاص في الموقع المحدد لذلك على 
الصفيحة . 
2 - حضر ما يلي في دورق زجاجي حجم 50 سمق : 
4 غرام أجاروز . 
0 سسمم3 محلول همع[ »1 
3 - سححن الدورق حتى ذوبان الاجاروز . 
4 - اغلي محتويات الدورق في فرن أمواج قصيرة 01/61 علا قللا0 1/101 . 
5 - برد دورق الهلام حتى درجة حرارة 50 - 55م عن طريق تعريض الدورق 
الحريان الماء . 
6- أفرغ محتويات الدورق فوق صفيحة الهلام البلاستيكية . 
7 - أترك الصفيحة دون تحريك لمدة 30 - 60 دقيقة حتى تصلب الهلام » يمكن 
نقلها بعد ذلك الى درجة حرارة 4م لمدة ساعة . 
8 - أزل الأشرطة اللاصقة والمشط بهدوء دون الاضرار في الهلام . 
9 - الهلام جاهز الان للاستخدام . 


ملاحظة : 


الهجرة الكهربائية بإستخد ام هلام الأجاروز : 
1 - ضع كمية منأس بة من المحلول 7258 <«1 فى حاوية الهجرة 


1١٠٠6 


الكهربائية عاص 5أوع:50م20أء216 . 
2 - ضع صفيحة الهلام (مع الهلام) على المكان ا لخصص لها في حاوية الهجرة . 


3 - أخلط محلول ال ضلام المراد تحليله مع 2 ما يكروليت هن محلول 
التحميل 'ء]آنا8 030109 | “10 . 


4 - بإستخدام ماصة ضع نموذج ال هلااما في الحفرة الخاصة به في الهلام : 
مللاحظة : 


يجب استخدام قطع هلان قياسية :ع13:1/ا مثل -189 111 ممألا 


فأطصعم أو غيرها لتحديد حجم قطع ال لان في النموذج المجهول . 


لذلك ضع غفوذج مللااما قياسي زوج مع محلول تحميل في حفرة 
أخرى بجانب نموذج ال ىلا0 المجهول . 


5 - أغلق جهاز الهجرة الكهربائية وتجنب رج المحلول داخل حاوية الهجرة . 

6 - أفتح التيار الكهربائى وأضبطه بحيث يكون التيار بقوة 100 فولت لمدة 4 - 6 
ساعة أو 30 فولت لمدة 16 ساعة . 

7 - بعد نهاية فترة الهجرة الكهربائية أغلق التيار الكهربائى وأحرص على إزالة 
الاقطارب الكهربائية من حاوية الهجرة . 

8 - أضف محلول بروميد الاثيديوم 8/000106 00لأ1010 بتتركيز 0.5 
مايكروجرام /سمة لين محلول الهجرة الكهربائية 1 
أترك الهلام في المحلول لمدة 1 - 2 ساعة . 


9 - أفحص نتائج الهجرة الكهربائية بنقل الهلام مع صفيحته الهن جهاز الأشعة 
فوق البنفسجية . 


يمكن إضافة بروميد الاثيديوم الى محلول الهجرة الكهربائية قبل البدء 
بالهجرة وقبل فتح التيار الكهربائي . 


تحديد الاوزان الجزيئية لقطع 0808 مجهولة : 
يمكن تحديد الأوزان الجزيئية بشكل شبه مضبوط لقطع 0١/8‏ مجهولة 
بإستخدام قطع 08085 قياسية معرورفة الاوزان الجزيئية والقيام بالهجرة الكهربائية 
لنفترض بأن قطع ال 00/8 القياسية المستخدمة تعود للعائي لا مبدأ المعامل 
بالانزيم القاطع 5 1111 لمألا 3800503 ا وأن عدد القطع المجهولة كان أربعة 
قطع توزعت بعد الهجرة الكهربائية كما هو الحال في الشكل التالى : 


حجم قطع ال 90/8 القياسية 


قطع ال ثملاانا المجهولة 
قطع ال 8لانا القياسية 
الآن: 


القياسية . ومحور أفقي يمثل المسافة التي قطعتها كل قطعة من ال 
0 القياسى . 


ملااحظة : 


استخدم مسطرة عادية لتحديد المسافة التى تقطعها كل قطعة 6لا من 
النموذج المجهول والقياسي وتثبيتها على احور الافقي . 


به حساب المسافة اعتباراً من الحفرة . 


لنفترص بأن المسافات كانت كالتالى ٍ 
1 - تموذج ال ىلا0 القياسي : 


حجم القطعة عا المسافة التي قطعتها 
11ؤ]2 م 
59.4 0.7 
6.7 2 
4.4 29 
2.3 4 
56 


2 - نموذج ال ىلا0 المجهول 


رقم القطعة المسافة (سم) 


00 
5 
هد 40 5م 


. 


١ 


رسم بياني لحجم القطع القد 


2 
ط 
8 
2 


سبية مع 


مجهولة على المنحنى الافقي الخاص بذلك . 
4 - ارسم خط من النقطة التى تمثل مسافة كل قطعة مجهولة عمودياً حتى 
تقاطعه مع المنحنى القياسي ثم ارسم من نقطة تقاطع هذه الاعمدة خطأ 
5 - احسب لوغاريتم كل قطعة مجهولة من خلال نقطة التقاء الافقى لها مع 
عمود حجم القطع . 
متحال: 
القطعة رقم 4 المجهولة - 4.4 كيلو قاعدة 5كا لتساوي المسافة التى قطعتها 
خلال الهلام مع المسافة التى قطعتها القطعة القياسية 4.4 كيلو قاعدة . 


3 - بعد رسم المنحنى الخاص بقطع ال 008/8 القياسية ثبت مسافة كل قطعة 


جه 
لوغاريتم القطعة القياأسية 
6.4 
2 
جه 0.826 حجم القطعة 3 
جه 0.643 امجهولة 
0 لوغاريتم القطعة 
القيأسية 4.4 


المسافة ١‏ ّ 0 0 التي قطعتها 
1 لغطعة القياسية 
4 كيلوقاعدة 


بلاتحظلتية ان لذك الخط ظ النداتة وك + مغرقة قية حت القطلعة 3 الخوولة . 
من ن شعر حجم 


١.م‎ 


يمكن تحضير هلام الاجاروز بنسب عديدة مثل 60.4؟ و 960.6 وغيرها . كما 
يمكن تحضير هلام الاجاروز اللازم لإستخلاص قطع 101/8 معينة . يسمى هذا 
النوع من الاجاروز بالاجاروز الخفيف أو سريع الذوبان 
5 أثامم لماعم - نلاما . 
تحضير هلام البولي أكرليمايد (9012) : 
1 - جهز صفيحة الهلام الزجاجية :102506 061 61355 عن طريق لصق نهاية 
الصفيحة بشريط لااصق . 


2 - حضر ما يلى في دورق زجاجيى حجم 100 سمق : 


0 سسم3 محلول الا كرليمايد 9630 . 
0 سسم3 محلول ع18 10<. 
9 سلم3 ماء مقطر . 


أزل الهواء من الخليط 0683612100 لمدة 2 دقيقة ثم أضف : 
211 سم3 أمونيوم بيرسلفيت 268 طماناقاعم تالاص 0صاماخ 903 
0 مايكروليتر داع لاع 1 - عمعالاطاعا لامع ممع - الالالال 
3- أمزج محلول الهلام وأفرع محتوياته في صفيحة الهلام من خلال الفتحة 
العلوية . 
4 - ضع المشط في موقعه المناسب في الجزء العلوى من صفيحة الهلام . 
5 - أترك الهلام ليتصلب لمدة 2 ساعة . 


ملاحظطلة : 


تجنب حركة صفيحة الهلام حتى تصلبه تماماً . 


6 - أزل الشريط اللاصق من نهاية صفيحة الهلام وكذلك المشط بهدوء . 
7-- الهلام جاهر للإستخدام الآن. 


جدول : أحجام قطع ال 08/8 التي يمكن فصلها بإستخدام هلام الأجاروز أو الكرليمايد . 


150- 5 


200 - 0 

400 - 0 

500 - 0 
2000 - 0 


الهجرة الكهربائية من خلال هلام الاكرليمايد : 

1 - ضع كمية مناسبة من محلول 728 1 في حاوية الهجرة الكهربائية . 

2 - ضع صفيحة الهلام (مع الهلام) في موقعها داخل حاوية الهجرة . 

3 - أخلط نموذج ال 0١/8‏ المطلوب تحليله مع 2 مايكروليتر من محلول التحميل . 

4 - اخلط نموذج قطع حلام قياسي (6215 20و12 111 هول 322 موص ) مع 2 
مايكروليتر من محلول التحميل . 

5 - ضع نماذج ال 01008 كل على انفراد فى حفر الهلام . 

6 - أغلق جهاز الهجرة الكهربائية وتجنب رج الجهاز . 

7 - أفتح التيار الكهربائي وأضبط التيار بحيث يكون بقوة 25 ملي أمبير . أترك 
الهجرة لمدة 4 - 6 ساعات . 

8 - أغلق التيار الكهربائي وأزل الأقطاب الكهربائية وغطاء جهاز الهجرة . 

9 - أرفع صفيحة الهلام بهدوء للحفاظ على الهلام دون تلف . 

10 - أصبغ الهلام حسب الطريقة التالية ثم حلل النتائج . 

صباغة هلام الكرليمايد : 

1 - غطس الهلام في محلول 0188 61؟ لمدة 30 دقيقة . 


0 -- كت 


أحمل الهلام على صفيحة الزجاجية وأنتبه جيداً لعدم انزلاق 


الهلام وتحطمه. 


2 - غطس الهلام في الماء المقطر لمدة 30 دقيقة . 

3 - غطس الهلام في سائل الامونيا 901 لمدة 15 دقيقة . 

4 - غطس الهلام في محلول نترات الفضة لمدة 30 دقيقة . 

5 - غطس الهلام في الماء المقطر لمدة 15 ثانية . 

6 - غطس الهلام في محلول التظهير :6106©( لمدة 30 دقيقة . 

7 - أغسل الهلام بمحلول جليسيرول 902 لمدة 10 دقائق . 

8 - أغسل الهلام بالماء المقطر لمدة 5 دقيقة . 

9 - أحفظ الهلام في حقيبة بلاستيكية مع إضافة 5 سم3 من الماء المقطر وأغلق 
القمية وار 

0 - أفحص الهلام بالضوء الاعتيادي حيث تظهر حزم ال 0108 سوداء اللون 


أو بنية . 


الفصل الخامس 


نفل نماذج ال دلا الى لغشب 


5 0) :2:311:511) خاا2] 


ه» 


مقدمه 


ان وجود قطع الحامض النووي 0/8 في الهلام بعد الهجرة الكهربائية يعيق 
الكثير من عمليات الهندسة الوراثية التي تستهدف قطع ال 008 هذه . لذلك 
فإن نقل هذه القطع الى أغشية ورقية أو نايلون خاصة بنفس ترتيبها على الهلام 
ساهم كثيراً فى حل واحدة من المعضلات الرئيسية التي كانت تواجه عمليات 
تحليل المورثات وغيرها . 

يتم نقل ال 0808 من الهلام الى الأغشية عن طريق الصفة التنافذية للهلام . 
فإذا ما وفرنا قاعدة ورقية تحت الهلام ووضعنا غشاء خاص فوق الهلام وطبقة من 
الأوراق فوقها . فإن جريئات محلول الهجرة سوف تنفذ من خلال القاعدة الورقية 
فالهلام نحو الغشاء ثم مخترقة الغشاء نحو طبقة الأوراق العلوية . وأثناء سير أو 
تنافذ جزيئات المحلول فإنها تقوم بنقل جزيئات ال 08/8 من الهلام وتلصقها 
بالسطح المواجه للهلام من الغشاء . أن معظم الاغشية المستخدمة في النقل 
مؤلفة من مواد تعمل على الاحتفاظ بجزيئات ال 00/8 عليها دون الجزيئات 
الاخرى . ومن أشهر هذه الاغشية : أغشية النتروسليلوز والاغشية النايلون -نر4ا 
0صهط . 


يعامل الهلام عادة بمحاليل معينة قبل نقل ال 008 لأجل تسهيل هجرة 
جزيئات ال ىلا0 نحو الأغشية . 

لذلك يعامل الهلام أولاً بمحلول يعمل على فك الأشرطة المزدوجة وجعلها 
مفردة وآخر يعمل علي تحطيم هذه الاشرطة الى قطع صغيرة جداً دون المساس 
بترتيبها ضمن القطعة الواحدة أو الحزمة الواحدة . 


١1١ 


يقة نقل ال 8ل(ا0 من الهلام الى الاغشية : 

1 - أجري هجرة كهربائية لنماذج ال 90728 المراد نقلها بعد معاملتها بالانزيم 
القاطع . 

2 - غطس الهلام بمحلول حامض هيدروكلوريك ١101‏ تركيز 0.25 مولاري لمدة 10 
دقائق . 

3 - غطس الهلام بمحلول قاعدي 00!آنااه5 060311001109 لمدة ساعة واحدة . 

4 - غطس الهلام في محلول متعادل 0ونأنااه5 2109أات: انالا لمدة 45 دقيقة . 

5 - استخدم حاوية الهجرة الكهربائية في النقل . أضف كمية من محلول 
50 < 10 بحيث يكون مستواه في الحوضين الحخانبين في مستوى أو أقل من 
مستوى موضع صفيحة الهلام في الحاوية . 

6 - أقطع ورقة ترشيح بنفس عرض الهلام وطول 30 سم . 

7 - بلل ورقة الترشيح التى أعددتها محلول ©55 ثم ثبتها على موضع صفيحة 
الهلام في حاوية الهجرة بحيث تتدلى نهايتيها في حوضي محلول الهجرة . 

ملاحظة : 
بواسطة أصابع اليد (يجب ارتداء كفوف مطاطية) أزل الفقاعات 


الهوائية التي من الممكن أن توجد بين ورقة الترشيح وسطح موضع 


8 - ضع الهلام في موضعه فوق ورقة الترشيح وتخلص من الفقاعات الهوائية 
التي يمكن أن توجد بين الهلام وورقة الترشيح . 

9 - أقطع غشاء نقل مناسب - نتروسليلوز أو غشاء نايلون بحجم الهلام وثبت 
علامه بالقلم الرصاص في أحد أركان الغشاء لمعرفة السطح المقابل للهلام . 

0 - ضع غشاء النقل فوق الهلام تماماً وتخلص من الفقاعات الهوائية كما 


١١ 


1 - ضع حزمة كبيرة من ورق الترشبح بحجم الهلام فوق غشاء النقل . 
2 - ضع صفيحة زجاجية ثقيلة (يمكن وضع صفيحتان أو ثلاثة) فوق حزمة 
ورق الترشيح . 
ملااحظة : 
يمكن وضع 5 أوراق ترشيح فوق غشاء النقل وحزمة كسيرة من 


الورق الصحى «06ه1ك»ا فوقها بدلا من حزمة أوراق الترشيح في 
الخطوة 11 . 


3 - بعد نهاية النقل جفف غشاء النقل عن طريق وضعه فى جهاز مشفط 
حراري 5/5667 07لا6 8261/60/13 بدرجة حرارة 80م لمدة ساعتين بحيث 
يكون سطح غشاء النقل نحو الاعلى لتثبيت ال 0180/5 على الغشاء . بعد 


ذلك يكون الغشاء جاهزاً لاية معاملات اخرى . 

تثبيت ال 8لا على أشرطة غشائية 8104 004 : 

1 - ضع أنابيب ال 00/8 (في حالة وجود تراكيز مختلفة من ال 8/ا0) فى حمام 
مائي بدرجة حرارة 95م (حالة الغليان) لمدة 10 دقائق . 

2 - أترك الأنابيب تبرد بدرجة حرارة الغرفة لمدة نصف ساعة . 

3 - أقطع غشاء نقل على هيئة شريط بطول وعرض مناسب للعمل . 

4 - بماصة أنقل نماذج ال 0/8 على الشريط الغشائي . 

5 - جفف الشريط بوضعه في حاضنة بدرجة حرارة 25م لمدة نصف ساعة . 

6 - غطس الشريط في امحلول القاعدي (مأأنااه5 060241159 لمدة دقيقة واحدة 

ثم دقيقة أخرى في الحلول المتعادل . 


7 - جفف الشريط بدرجة حرارة 80م فى جهاز شفط حراري بنفس الطريقة 
السابقة . 
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الفصل السادس 


تحضير المحسات الموسمة 


831 22112285 .] وعطوعط 


لمعيل أ 


- محلول دارىء لتفاعل ترجمة الثلم ع1 1لا8 لله أله اكصق2] عاء ألا : 


0.5 / اء - 115 
011 آنا 12 4 ح- إرم 
1 لغ ىم زدراة 
5 ملغرام/سمة3 م65 
- محلول دارىء لتفاعل الانزيم 015ع55و1.2 باومعاك»ا : 
067 آلا «دعمعنم 
007 آلا اه - 15مآ 6 - لاص 
017 الام 062 
3 ملغرام/سم3 م855 


وحدة/رسم3 و0126 18 5تعصطاءط عقاولا لمم وموك 


- محلول دارىء لتفاعل الانزيم ع5 ]لازاه 130 : 


100 امم اه - و15 
00 الس 461 3 - إرم 
15 الام 002 


- محلول دارىء لتفاعل الانزم 25ل كا/ع5 2 :عدييزاه50- 14 : 


500 لاط اه - 15م [: 
000 الاصمط 112 0 - إإم 
50 لاحم 1 آنا 


١١ا/‎ 


- محلول دارىء لتفاعل الفوسفاتير القاعدي 21256!امعهطط عدالهءااق : 


5200 لمم اعولما 

6000 اللصط اه - 015[ 

6000 الما 2 9 - إزم 

10 لمر 01 
- محلول دارىء الانزيم 7 : 

0.5 آلا ع1 الإ2600» لالاأة0195ه5 

5 نلقق 02 

5 الم رورده 2 - إزم 
- محلول !م35١‏ 2 (1 ملغرام/سم3) 

10 ملغرام ١اعهو‏ ملا دا 

10 سم3 ماء مقطر 


15 لا اعولما 


مقدمة 

تستهد ف طرق تحضير امجسات الموسمة بناء مجسات تحتوي في تركيبها 
على عناصر ذات نشاط اشعاعي أو فلورسني بحيث يمكن تحديد موقعها 
تستند الى حقيقة علمية وهي تصنيع أو بناء مجسات موسمة عن طريق نشاط 
البلمرة فى الانزيمات من نسخة مجس غير موسمة تمثل قالب لبناء النسخة 
موسمة اشعاعيا أو مناعيا أو فلورسنيا في عملية البلمرة لبناء نسخة المجس . 

هناك عدة طرق لتوسيم اليحسات أهمها . 
1 - تفاعل ترجمة الثلمة جه أ5|3مة]1 >اءألا 
2 - تصنيع البادئة العشوائى 5أقعطثملات )عامط لمهاعصوم 
3 - توسيم النهايات و(ااعطةا - ممع 
4 - التوسيم بال غمم ومأطمرط مم 
5 - توسيم ال كلاجا المتمم ومتطمءم قلاط 6 

تعتبر هذه التفاعلات من أشهر التفاعلات المستخدمة في المختبرات لتوسيم 
المحسات . 


ملاحظة : 


يجب اجراء هذه التفاعلاات (عند استخدام مواد مشعة قوية) في 


غرفة خاصة بالنظائر المشعة واتخاذ كافة الاحتياطات اللازمة فى 
مثل هذه الأعمال مثل استخدام قفازات خاصة ونظارات خاصة 
وحواجز من البايركس البلاستيكي السميك وغيرها . كما يجب 
حفظ السوائل الزائدة والفضلات الورقية وغيرها فى حافظات خاصة 
بالمواد المشعة: : 1 


توسيم امجسات بتفاعل ترجمة الثلم مم نج اعصةقع »اع تلا : 
لنفترض بأن المجس المطلوب تحضيره يمثل المورث 8 : 
1 - حضر التفاعل التالي في أنبوبة أبندروف : 
26 مايكروليتر من محلول المورث 200(6 نانوغرام/مايكروليتر) . 
4 مايكروليتر من محلول 8/72 0(ما عدا 678 0) 
5 مايكروليتر من محلول دارىء لتفاعل ترجمة الثلم 10 . 
1 مايكروليتر من محلول ١135© ١‏ 0 (تخفيف 10,000) . 
1[ همايكروليتر من أُنزِي ١‏ اهم هلا( . 
60 مايكروليتر 078ل - م32 , 
5 مايكروليتر ماء مقطر . 
2 - أمزج محتويات التفاعل جيداً لعدة ثواني . 
3 - أحضن التفاعل بدرجة حرارة 14م لمدة 45 دقيقة . 
4 - ضع أنبوبة التفاعل في حمام ثلجي وأضف التالي الى محلول التفاعل : 


1 مايكوو لكر 6 الا 0.5 
20 مايكروليتر 6 د(اناأنل50 آ/ا3 
3 مايكروليتر ملاظ ] أ5م6/ا 
0 مايكروليتر ماء مقطر 
0 مايكروليتر فينول 
0 مايكروليتر كلوروفورم 


5 - أمزج 0 بالطرد المركزي بقوة 2000 دورة فى الدقيقة لمدة دقيقة واحدة . 
6 - أنقل الطبقة المائية العلوية الى أنبوبة أبندروف نظيفة . 
7 - أضف 500 مايكروليتر من كحول الايثانول المطلق المثلج الى محلول 


١. 


التفاعل . احفظ أنبوبة التفاعل بدرجة حرارة - 20 م لمدة نصف ساعة . 
8 - اطرد الانبوبة مركزياً لترسيب ال 9818 (امجس الموسم) . 
9 - تخلص من الراشح وجفف الراسب ثم أذبه بإضافة 1 سم3 من الماء المقطر . 


ملاحظة : 


أجمع الراشح من الخطوة 8 في وعاء خاص لأن الراشح يحتوي على 
مواد مشعة عالية الخطورة . 


10 -- أحسب التنشاط الاشعاعى للسحس بإستعمال الطريقة الخاصة بذلك 


بإستخدام جهاز عداد الاشعاعات :16منا00 صونأهااتأمأه5 . 
1 - المجس الموسم اشعاعياً جاهز الان للإستخدام في تهجين الحامض النووي . 


تحضير امجس بتفاعل تصنيع البادئة العشوائي 6515 ]ماد وعصصملوط مدهكمة5 : 
1 - حضر التفاعل التاليى في أنبوبة أبندروف نظيفة : 
3 مايكروليتر محلول 8لا (20 - 50 ناتوغرام) . 
3 مايكروليتر محلول 00/16(ماعدا 00786) . 
2 مايكروليتر خليط التفاعل عالااكاام 01106عاعناصق»<<اهل <« 10 . 
5 مايكروليتر محلول من ن 92ص , 
6 مايكروليتر ماء متقطر 
1 مايكروليتر أنزيم أطعمروة؟! ومع كا (وحدتان) . 
2 - إحضن التفاعل بدرجة حرارة الغرفة (25م) لمدة 18 ساعة . 
3 - أضف 2 مايكروليتر من محلول 5018 //1ا0.5 . 
4 - تخلص من المواد الزائدة في التفاعل بالطريقة التالية : 


١5١ 


طريقة تنقية تفاعل تصنيع البادئة العشوائي 

أ اغسل عمود 50 - 6 لاع5230م56 - مأناامه عاءألا بإضافة 10 سمة من 
محلول 15 معقم والسماح له بالمرور عبر العمود حتى انتهاء آخر قطره منه . 

ب - أضف محتويات التفاعل الى العمود+400 مايكروليتر من محلول 78 . 

ج - أجمع الحلول المتساقط من نهاية العمود في أنبوبة أبندروف . 

د - أضف 400 مايكروليتر من محلول 75 الى العمود وأجمع امحلول المتساقط 
من نهاية العمود في أنبوبة ثانية . 

ه - كرر عملية اضافة محلول 75 للعمود أربعة مرات اضافية وأجمع في كل 
مرة ما يتساقط من الحلول من نهاية العمود . 

5 - اقرأ النشاط الاشعاعي لكل أنبوبة من الأنابيب الستة التى تم الحصول عليها 
من التنقية نا جهاز عداد الاأشعاعات كما سبق فى تفاعل 
ترجمة الثلم . ْ 

6 - أجمع محلول الأنابيب التي تحتوي على نشاط عالي من الاشعاعات في 


أنبوبة واحدة . 


مللاحظة : 


الأنايتعة الكل تحن سييه عاك من لتم تؤكلد وجود لجسن 


الموسم اشعاعياً فيها . ظ 


#أت حش موسيم اشعاعياً جاهز الان للإستخدام في التهجين . 
تحضير المجس بتفاعل توسيم النهايات : مهنأأعهع: وم أااعطقا ممع 
1 - توسيم النهاية الثالثة : 

الطريقة الأولى : 

1 - حضر قطع ال 00185 المراد توسيم نهايتيها الثالثة . 


١١ 


2 - حضر التفاعل التالي في أنبوبة أبندروف مناسبة : 
7 مايكروليتر محلول قطع ال 00085 (1 مايكروجرام) . 
2 مايكروليتر ‏ محلول دارىء للإنزيم 25 مالزاه5 14 2 10 
0 مايكروليتر مرق قن م52 , 
1 مها مكرو يي أنزيم البلمرة 856/ه«الااه5 10(174 وحدات) . 
3 - أمزج الخليط وأحضنه بعد ذلك بدرجة حرارة 37.5م لمدة 5 دقائق . 


4 - أضف الحاليل التالية الى محلول التفاعل : 


1[ مايكروليتر شامع الا0.5 . 
6 مايكروليتر ماء مقطر . 
8 هايكرولبتر ملاظ ؛ أمدعلا . 


50 مايكروليتر سائل فينول . 
0 مايكروليتر كلوروفورم . 
5 - أمزج جيداً ثم أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2000 دورة في الدقيقة لمدة دقيقتان . 


6 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة ال 08/8) الى أنبوبة نظيفة . 


ملا احظطة : 


006 فى هذه المرحلة تنقية التفاعل باستعمال عهمود 


الفصل 0 - 25 - 6 - باعام جع طمع5 . 


7 - اقرأ النشاط الاشعاعي لنموذج التفاعل . 


8 - سق جاهز اللان للاستتخدام 5 


الطريقة الثانية : 
1 - حضر قطع ال 9828 المراد توسيم نهايتيها الثالئة . 
2 - حضر التفاعل التالي في أنبوبة تفاعل مناسبة . 
4 مايكروليتر محلول قطع ال 08/6 (100 - 200 ناتوجرام) . 
ا ل مدن 32م 
4 مايكروليتر 


2 مايكروليتر أنزع ةا الال تأمعاع د ملا»ا10ل اواصتصية 1 (10 
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وحدات) . 
3 - أمزج الخليط وأحضنه بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 30 دقيقة . 
4 - أضف الحاليل التالية الى محلول التفاعل : 
1 مايكروليتر ها مع الا0.5 
0ض مايكروليتر ‏ ماء مقطر. 
50 همايكروليتر ‏ فيئول . 
0 مايكروليتر كلورفورم . 
5 - أمزج جيداً وأطرد الأنبوبة مركزياً بقوة 2000 دورة في الدقيقة لمدة 
دقيقتان . 
6 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة ال 08/8) الى أنبوبة نظيفة . 


ملا احظة : 


حر تنقي 2 الحم اعل فين هذه المرحلة بإستخدام عمود الفصل 


0 - 6 عاعأعقطمع5 . 


7- اقرأ النشاط الاشعاعى للمجس . 
8+ اسن جاهز للاستخدام : 
عق 


2 - توسيم النهاية الخامسة : 

1 - حضر التفاعل التالى في أنبوبة تفاعل مناسبة : 
10 مايكروليتر محلول قطع ال .هلام 0 - 200 نانوجرام . 
5 مايكروليتر محلول دارىء لأنزيم الفوسفاتيز القاعدي . 
2 مايكروليتر أنزم الفوسفاتيز القاعدي 2)65طمو0ط2 عمالق اام 

(10 وحدات) . 

3 مايكروليتر ‏ ماء مقطر معقم. 

2 - أحضن التفاعل بدرجة حرارة 37.5 م لمدة ساعة . 

ج - أضف 2 مايكروليتر من محلول 5018 /(0.5 . 

4 - أحضن التفاعل بدرجة حرارة 70م لمدة 10 دقائق . 

5 - أضف الخاليل التالية الى أنبوبة التفاعل : 

20 مايكروليتر 6 500 31/1 . 
50 مايكروليتر ‏ ماء مقطر معمم . 
50 مايكرولك- , :فيتشول:: 
50ظ مايكروليتر ١‏ كلوروفورم. 

6 أمزج المحلول وأطرد أنبوبة التفاعل مر كوا بقوة 2000 دوره في الدقيقة لمدة 
دقيقتاك . 

7 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة ال 08/8) الى أنبوبة نظيفة . 

هم-أضف 500 مايكروليتر من الكحول الأثيلي المطلق المثلج الى أنبوبة 
محلول ال قلاط . 

9 - أحفظ الانبوبة بدرجة حرارة - 20 م لمدة نصف ساعة . 


10 - أطرد الانبوبة موكيا لترسيب ال هلاه بقوة 2500 دوره فى الدقيقة لمدة 
0 دقائق . 


مارلا 


1 - تخلص من الراشح وجفف الراسب ثم أذبه بإضافة 100 مايكروليتر من 
الماء المقطر المعقم (محلول قطع ال هلام) . 
2 - حضر التفاعل التالي في أنبوبة تفاعل مناسبة : 
0 مايكروليتر محلول قطع ال 01/85 (100 - 200 ناتوجرام) (خطوة 11) . 
1 مايكروليتر محلول دارىء لانزيم ©95م1كا 14 . 
5 مايكروليتر هم م952 ع 


٠ 1‏ مايكزوليثو أنزم ع5ة متكا ع0لأمعاءناصيزاممص 14 ( 10 وحدات) . 


0 أمزج امحلول جيداً وأحضن التفاعل بدرجة حرارة 37.5مَ للمدة 30 


دقيقة . 
4 - أضف الى محلول التفاعل 2 مايكروليتر 20178 0.51/0 وأحضن التفاعل 
بدرجة حرارة 70م لمدة 10 دقائق . 
5 - أضف المحاليل التالية الى محلول التفاعل : 
3 مايكروليتر ماء مقطر معقم . 
0- 2 فيا نكر وليتز قينول:: 
0 مايكروليتر كلوروفورم . 
6 - أمزج خيدا واطرف الاتيوية فكوا بقوة 2000 دوره فى الدقيقة لمدة 
دقيقتان . 1 


7 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة ال 03/8) الى أنبوبة نظيفة . 
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ملا حظة : 


كل تنقية محلول ال كرام بإستخدام عمود الفصل 
0 - 6 - »5621730 . 
8 - اقرأ النشاط الاشعاعى محلول ال 9108 (محلول المجس) . 
9 - !لجس جاهز لالاستخدام الان. 


١1 


تحضير ا مجسات بإستخد ام تفاعل 868 : 
يحتاج هذا التفاعل استخدام بادئات مناسبة للمجس المطلوب توسيمه . 
ونظراً لاختلاف المجسات فإن البادئات المستخدمة في التفاعل يجب أن تناسب 
اتن 
1 - حضر التفاعل التالي في أنبوبة مناسبة : 
060 مايكروليتر محلول قطع ال 0/8 (المجس) . 
2 مايكروليتر 2 محلول بادئات (150 نانوجرام لكل بادئة) . 
0 مايكروليتر محلول دارىء للانريم 1390 < 10 . 
26 مايكروليتر محلول 8118 0 (ما عدا 15© ق) . 
2 مايكروليتر ‏ محلول 15 ع0 م32 . 
2 قا بكر وليقر أنزيم 56 والااهم5 130 (10 وحدات) . 
5 مايكروليتر ماء مقطر معقم. 
2 - أمزج خليط التفاعل جيداً وأضف 50 مايكروليتر زيت معدني لتغطية 
التفاعل لمنع تبخر السوائل أثناء الحضانة . 


3 - أضبط جهاز الدورة الحرارية عند درجة حرارة 94 - 95 مّ لمدة 40 ثانية و 50م 
لمدة دقيقة و70 -72 م لمدة دقيقتان وثبت كذلك عدد الدورات المطلوبة 


4 - ضع أنبوبة التفاعل في جهاز الدورة الحرارية حتى نهاية التفاعل . 
5 - أحضن التفاعل بدرجة حرارة 72م لمدة 5 دقائق . 


6 - أضف الى محلول التفاعل 2 مايكروليتر من محلول 5018 /(0.5 وأحضن 


بدرجة حرارة 70م لمدة 10 دقائق . 


١ 


7 - أضف الى محلول التفاعل امحاليل التالية : 
0 مايكروليتر ‏ فينول. 
0 مايكروليتر كلورفورم. 


8 - أمزج جيداً ثم أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 دوره في الدقيقة لمدة 
دقيقتان . 


9 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة المجس) الى أنبوبة نظيفة . 


ملا احظة : 


مكن في هذه المرحلة تنقية محلول ابجس بإاستخدام عمود 
الفصل 50 - 6 “ا©1306م56 . 


0 - اقرأ النشاط الاشعاعي نحلول ا مجس . 


1 - ابجس جاهز للاستخدام الاآن. 


تحضير المجسات بإنتاج شريط 08/8 © : 


يمكن الرجوع لهذه الطريقة في الفصول القادمة وتستخدم أحد النيوكلوتيدات 
الموسمة اشعاعياً بدلاً من النيوكليوتيدات الطبيعية (مثلاً استخدام 78 عن م32 
بذلا فين :1)06:18ؤ كدلك استخدام جزيئة 81018 2 كقالب لتصنيع المجس قطلاماء 
الموسم اشعاعيا . 


١8 


الفصل السابع 


تهحجين الحامص السوؤي 4ط 


101111111110 


هو 


مقدمة 

تستند تقنية تهجين الحامض النووي 002/8 الى حقيقة أن الترددات المتكاملة منه لها 
القدرة على إعادة الارتباط مرة أخرى بعد فصلها . 

لذلك فإن تهجين الحامض النووي يتم بإستخدام تحضيرات من ال انا مفردة 
الشريط وكذلك استخدام محسات موسمة مفردة الشريط متكاملة مع تردد معين تظهر 
لها على ال 0١/8‏ المراد تحليله . 

لذلك فإن ارتباط المجس الموسم اشعاعياً تحت ظروف فيزيائية معيئة مع التردد النظير 
له على ال 0١/8‏ المفحوص سوف يؤدي الى توفير الفرصة لمعرفة موقع التردد النظير من 
خلال تتبع أثر الاشعاعات التي يطلقها المجس الموسم . 

ان هذه التقنية وفرت الكتير ع المعلومات من خلال قدرتنا على تحديد مورث معين 


١ 


1 - محلول 556 <« 20 : 

53 عرام اعولمر 

2 عرام 0 نأ 500 

+ لتر ماء مقطر - 7.0 - إمرم 
يمعكن تحضير محاليل ©55 < 10 و< 5 و2 2 من تخفيف المحلول 550 < 20 بالماء المقطر . 
2 - محلول قبل التهجين 7ضذانااه5 1226150ألأءطلاط - عوط (10 سم*) : 


6 سم3 5500 >< 10 

05 سم3 5 9902 

1[ سم3 5010110 06053115 محلول دينتهارت 

5 سم3 ماء مقطر 

25 مايكروجرام قلاط مععمة دحاوك 2160 نأوهمعما 
3 - محلول التهجين «مهأأداه5 مه1غ0122لأءطلالا (10 سو*) : 

6 سم3 550 >« 10 

05 سم3 55 902 

1 سسلم3 محلول دينهارت 

2 سم3 ع1 طناك 30 لاع0] 

5 سسلم3 ماء مقطر 


5 مايكروجرام خلااط دمنوم5 دهدماو5 211260 م0 
0 - 100 مايكروجرام 0108 مجس موسم اشعاعيا . 


١ 


556 5 + 05آا5 900.1 
550» 2 + 05اإا5 00.1؟9 
0< 0.1 + 505 00.1؟9 


أنظر زراعة الخلايا فى 
الفصل الأول 


- الوسط الغذائي /0!/21 

- ممحلول هانكس .501 5ه عاصلا 

7 - محلول ملحي مخفف هأ آنااه5 عأممغخمم يالا : 
1 - 1 حجم /اع|/ا0 + 2 حجم ماء مقطر 

أو 
 - 2‏ ان)>ا /ا 0.68 

8 - محلول التظهير :6م6©07610 (لتظهير الهلام الفوتوغرافي) : 
1 حجم أعمماع/اعل امأععنا 00> 
1 حجم ماء مقطر 

9 - محلول المثبت 166 (لتشبيت الهلام الفوتوغرافي) : 
1 حجم سكملا 0نن]!١!‏ علج 00> 


505 
1 حجم مصذملاط لأمتقء عنهس]أا عله00>ا 


2 حجم ماء مقطر 


ادن 


0 - محلول الفورماميد 5ه141نله50 20106معه2 : 
10 غرام 5 ع اانعطمسم 


أمزج لمدة ساعة واحدة - رشح حلال ورقة ترشيح 1 .هلأ صوم أدطلكما 
وأحفظ محلول الفورماميد بقناني 10 سم3 بدرجة حرارة - 20م . 


1- محلول ديتهارت : 
1 جزء 00 اامماع 
3 عت ميم 


1 جرء مك5 


ع1 5 كل محلول من الحاليل الثلاثة أعلاه بمفردة وحفظها في كميات 
متساوية بدرجة حرارة - 20 م حتى الاستتخدام . 


1» 


0 - محلول الفورماميد 2ه1إنااه5 عل1لموططره© : 
10 عرام 5 عمأأزأاءعءطمم 


أمزج لدة ساعة واحدة - رشح خلال ورقة ترشيح 1 .هل١‏ 036 31 طلا 
وأحفظ محلول الفورماميد بقناني 10 سم3 بدرجة حرارة - 20م . 


1 - محلول دينهارت : 
1 جزعء 0 أامنزع 
1[ جزء مياعم 


1 جزء 2 ه858 


يتم تحضير كل محلول من المحاليل الثلاثة أعلاه بمفردة وحفظها في كميات 
متساوية بدرحة حرارة - 20 م حتى الاستخدام 5 


5 


تهجين الأغشية بمجس موسم اشعاعياً : 

1 - حضر تفاعل 10 مايكروجرام من ال 98/8 مع الانزيم القاطع المناسب . 

2 - استخدم الهجرة الكهربائية عبر هلام الاجاروز 960.8 لفصل قطع ال قلاامص 
بكسب العلز يق انخاس ذلك 

3 - أنقل قطع ال 0/8 من الهلام الى غشاء مناسب حسب الطريقة الخاصة 
5000 

4 - بلل الغشاء بوضعه على سطح محلول ©5255 . 

5 - ضع الغشاء بين طبقتين من مشبك بلاستيكي . 

6 - ضع الغشاء الموجود بين طبقتي المشبك البلاستيكي في كيس تهجين 
بلاستيكي (6/اط) ووط ملأقوام 0عله1621-56] . 

7 - أغلق النهاية السفلى للكيس البلاستيكي حرارياً وبصورة تامة . 

8- أضف 0 سم3 محلول قبل التهجين «وأأنااه5 10122100مالاا-5/6 الى كيس 
أو حقيبة التهجين عبر الفتحة العلوية الخاصة بذلك . 

9 - أغلق حقيبة التهجين عبر غلق فتحة ادخال السوائل العلوية بغطاءها 
الخاص . 

0 - غطس حقيبة التهجين في حمام مائي بدرجة حرارة 65م المدة 12-1 
ساعة . 


ملاحظية : 


التهجين يمينا ويسارأ من فترة الى اخرى . 


1 - حضر خلال فترة الانتظار 10 سمة من محلول التهجين 10122605طيالا 
0هأأناه5 وأضف اليه محلول ايجس الموسم اشعاعياً : 
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ملاحظات : 


- حضر المجس الموسم اشعاعياً تبعاً للطرق التي سبق الحديث عنها . 
ضع أنبوبة المجس فى حمام مائي بدرجة حرارة الغليان لمدة 10 


- تستهدف هذه العملية فصل الاشرطة المزدوجة للمجس للحصول 
قطع ال 08/8 على الغشاء أثناء عملية التهجين . 


- أضف محلول المجس الموسم اشعاعياً بعد ذلك الى محلول التهجين . 


2 - أفتح غطاء السوائل فى حقيبة التهجين وأضف محلول التهجين الذي 
يحعرى علن امسن الموسه اشتعاعيا الى الحفيية+أغلق فعنحة السوائل مرة 
أخرى . 

3 - أحضن الحقيبة في حمام مائي بدرجة حرارة 65م لمدة 12 - 18 ساعة مع 
تحريك السوائل بداخلها من فترة الى اخرى لتوزيع ا محلول بشكل متجانس 


على الا 
4 - تحلص من السوائل الموجودة في حقيبة التهجين عن طريق فتحة السوائل 


5 - قص نهاية حقيبة التهجين السفلية بالمقص وأنزع طبقات المشبك 
البلاستيكي وأنقل الغشاء المهجن الى محلول غسيل رقم 1 . 

6 - حرك وعاء محلول الغسيل رقم 1 لإزالة المواد المشعة الزائدة من الغشاء 
المهجن ولمدة 30 دقيقة بدرجة حرارة الغرفة . 


7 - أنقل الغشاء المهجن الى محلول الغسيل رقم 2 وحرك وعاء الغسيل بعد 
ذلك لإزالة المزيد من المواد المشعة الزائدة لمدة 20 دقيقة بدرجة حرارة الغرفة . 
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8 - اغسل الغشاء مرة أخيرة بمحلول الغسيل رقم 3 بدرجة حرارة 65م لمدة 2 - 5 
دفيقة . 

9 - أنقل الغشاء المهجن الى ورقة ترشيح جافة لمدة دقيقتان . 

0 - غلف الغشاء بطبقتى نايلون خفيفى جداً مااع ومذا© . 

1 - في غرفة مظلمة غطي الغشاء بفلم أشعة اكس وأغلق الكاسيت الخاص 
بذلك جيدا . 

2 - أحفظ الكاسيت بدرحة حرارة - 20 م لمدة 7 - 14 وماك 

3 - في غرفة مظلمة أنقل فلم أشعة اكس الى محلول التحميض والتظهير ثم أغسله 
بالماء الجاري لدقيقتين . 

4 - جفف فلم أشعة اكس بالتعليق . 

5 - حلل النتائج . 


شكل : صورة فوتوغرافية مأخ .: د وح فلم - اشعة اكس بعد 
تعريضه لغشاء موسم اشعاعيا ثم تحميضه . 


وا 


تهجين التحضيرات الخلوية مهدح ل أتطلاط لنلأأك5 صل : 

الطريقة الأولى : تهجين تحضيرات الخلايا الدموية (المأخوذة من مزارع الدم 
والنخاع) : 

1- تحضير مجاميع الكروموسومات : 

1 - اسحب 3 سمة من الدم الوريدي وأخلطه مع مانع التخثر في قنينة دم . 


2 - أنقل 0.75 سمة من الدم الى قنينة زراعة مزودة ب 10 سمة من الوسط 
الغذائى ماكوي 26012 56 5/ا00/ا . 


8- أحضن قنينة الزراعة لمدة 72 ساعة بدرجة حرارة 37.5 : فى حاضنة 605؟ 


ملاحظة : 


لا تغلق قنينة الزراعة بقوة للسماح لثاني أوكسيد الكاربون بالنفوذ . 


4 - أضف 100 مايكروليتر من الى محلول الكولسميد 0166010© (تركيز 10 
ملغرام/سم3) الى محلول الخلايا . 

5 - أمزج بهدوء وأحضن قنينة الزراعة لمدة 20 دقيقة اخرى بدرجة حرارة 37.5مْ 
فى حاضنة 965 ثانى أوكسيد الكاربون . 

6 - أنقل محتويات قنينة الزراعة الى أنبوبة طرد مركزي معقمة . 

7 - أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 1000 دوره في الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

8 - أسحب معظم محلول الرائق من أنبوبة الطرد وتخلص منه : 

9 - أذب راسب الخلايا بما تبقى من محلول الراشح . 

0- أضف 10 سمة من محول قليل الملح «هناناه5 عأدماهملالا (اعكا اا 0.68) 
الى محلول الخلايا . 
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1 - أمزج محتويات الانبوبة جيداً واتركها بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 30 دقيقة . 
2 - حضر احلول المثبت خلال فترة الانتظار وكتالي : 
3 أجزاء ميثانول + جزء واحد حامض ا شل لخللك اله لثلجى 1 


3 - أضف الون محلول الخلايا 0.2 سم3 من محلول التثبيت وأمرج يدا 


م1 - ع2 ل 

8- أطرد أتدوبة متخلول: الكثلايا مزكرياً بقوة 1000 دوره فئ 'الدقيقنة المذة 10 
دقائق . 

5 - أسحب معظم الراشح (أترك 1 سم3 فقط من الراشح) وأضف 10 سمة من 
الأنبوبة وأنزاله على سطح الانبوبة . 

6 - أمزج يعدا وأترك الانبوبة لمدة 10 دقائق فى الغرفة 5 

7 - أطرد الأنبوبة مركزياً بقوة 1000 دوره فى الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

9 - أضف 5 سم3 من محلول المثبت الى محلول الخلايا بنفس الطريقة السابقة 
وأمزج جيداً . 

0 - أترك لمدة 10 دقائق فى الغرفة . 

1 - أعد الخنطوات 18 , 19 و 20 لمرة ثالثة . 

2 - بعد الخطوة الاخيرة من المعاملة بمحلول التثبيت الثالئة أطرد الأ نبوبة مركزياً 
بقوة 1000 دوره في الدقيقة لمدة 10 دقائق : 


راسب الخلايا وأمزجه جيدا وبهدوء . 


درل 


مللاحظة : 


مناسبة من الخلايا . يمكن معرفة ذلك عن طريق أخذ 1 سمة من 
محلول الخلايا وتقطيره من ارتفاع 20 - 30 سم على سطح شريحة 
زجاجية . جفف الشريحة بالهواء وأفحص كثافة الخلايا . 


4 - حضر شرائح زجاجية نظيفة ومعقمة . 
5 - خخذ شريحة زجاجية واحدة وعرض سطحها الى بخار الماء (من مسافة 3 
يسم من البخار) . 
6 - بواسطة ماصة باستور معقمة خذ 3 سمة من محلول الخلايا ومن ارتفاع 20 
5 - سم أنزل محلول المفلايا (على هيئة قطرات غير متتالية) على سطح 
الشريحة الزجاجية وهي مائلة قليلاً (استخدم السطح المضبب بقطرات 
البخار) . 


مللاحظة : 


4-3 قطرات كافية للحصول على أعداد لا بأس بها من تجمسعات 
الكروموسومات . 


07 صع الشريحة الزجاجية على حامل 5 الي حمام مائي بدرسه حرارة 
0م للتجفيف لمدة 5 دقائق . 

8 - أترك الشريحة الزجاجية الجاهزة وهى مائلة بدرجة حرارة الغرفة . 

9 - أعد الخطوات 25 ,26 ,27 ,28 لتحضير اعداد اخرى من الشرائح الزجاجية 


|الجاهزة . 


1١ 


ملاحظة : 


المسافة بين سطح الشريحة المائلة وماصة باستور المحملة بمحلول 
الخلايا مهم جداً فى انفجار نوى الخلايا الدموية البيضاء لتحرر 
كروموسوماتها . ذلك أن ارتطام النوى بسطح الشريحة الزجاجية هو 


علاوة على أهميته في الإبقاء على المجاميع الكروموسومية في 


ب - معاملة شرائح التجمعات الكروموسومية بالفورماميد : 
يجب آن لا تزيد عمر الشرائح الزجاجية الخاصة بالتجمعات الكروموسومية 
التى تستخدم في التهجين عن أربعة أيام . 

1 - أغمر شرائح التجمعات الكروموسومية التي تم تحضيرها سابقاً (الخطوة أ) في 


وعاء كوبلن مأامم 0 يحتوي على محلول 272550 + 100 مايكروجرام /سم 3 
من أنزيم م 8358 بدرجة حرارة 5م : 


2 - أحضن وعاء الشرائح بدرجة حرارة 37.5م لمدة ساعة . 
3 - أغسل الشرائح بمحلول 550 «2 بدرجة حرارة الغرفة لمدة 10 دقائق . 


مللاحظة : 


حضر خمسة أوعية كوبلن ملوءة بمحلول ©55 2 وأترك الشرائح لمدة 


4 - أغسل الشرائح عن طريق الغمر بمحاليل الكحولات الاثيلية 670؟ ؛ 9080 » 
5 لدة دقيقتين فى كل منها . 


5 - جفف الشرائح بالهواء لمدة 10 دقائق . 


١١ 


6 - أغمر الشرائح في وعاء كوبلن يحتوي على محلول مؤلف من 7670 فورماميد 
+ 550 »2 بدرجة حرارة 70م لمدة دقيقتان ونصف . 

7 - أنقل الشرائح مباشرة الى محلول كحول أثيلي 9670 مثلج - 20م لمدة 20 
ثانية . 

8 - أنقل الشرائح الى مدرج كحولات 9670 . 9080 , 9095 لمدة دقيقتين في 
كل محلول . 

9 - جفف الشرائح بالهواء . الشرائح جاهزة للتهجين . 


ج - تهجين شرائح التحضيرات الكروموسومية بعجس موسم شعاعيا : 

1 - حضر المجس المطلوب الموسم اشعاعيا بنظير الهيدروجين الثالث (التريتيوم) 
5 عسي طرق فقيراغبتاة الوسية مستعدها النبوكلب وات 3م 
م15ه بدلاً من النيوكليوتيدات الطبيعى 066728 . أغلى محلول المجس قبل 
الاستعمال بوضع أنبوبة امحلول فى ماء مغلي لمدة 10 دقائق وتبريده فى درجة 
حرارة الغرفة 2 

2 - حضر مجموعة من أطباق بتري الزجاجية وضع في داخل كل منها ورقة 
ترشيح مبللة بمحلول 0 فورماميد + 550 22 . 

3 - ضع 2 شريحة في كل طبق من أطباق بتري على أن يكون سطح الشرائح 
علن امسن الموسدم امتغاغيا : 

6 - أجمع الأطباق بهدوء بدون رج محتوياتها وأنقلها الى وعاء بلاستيكي كبير . 
غطي الوعاء وأحضنه مع الأطباق بدرجة حرارة 75م في حمام مائي لمدة 


2 - 18 ساعة . 


1١ 


7 - أفتح غطاء الوعاء البلاستيكي وأنقل الأطباق على طاولة العمل . 
8 - تخلص من محلول التهجين وأغطية الشرائح . 
9 - أغمر الشرائح المهجنة بمحلول 550 »2 لمدة دقيقتان . 


0 - أنقل الشرائح الى محلول فورماميد 9050 + 550 2 بدرجة حرارة 39مٌ لمدة 


دقيقتان . 
1 - أنقل الشرائح الى محلول ©55 <2 + 505 900.1 بدرجة حرارة 0م لمدة 
دفيقتان . 
2 - أغسل الشرائح جيداً بمحلول ©556 “2 + 505 900.1 بدرجة حرارة الغرفة 
لدة 5 دقائق . 


3 - أغسل مرة أخيرة بمحلول ©55 »2 لمدة دقيقتان . 

4 - أنقل الشرائح الى محاليل كحول أثيلي 9670 ؛ 7680 » 9095 لمدة دقيقتان 
في كل محلول . 

5 - جفف الشرائح بدرجة حرارة الغرفة . 

- غطي الشرائح بطبقة فلم جلاتيني كما هو موضح في المخطرة القادمة في 

د - تغطية الشرائح المهجنة بالهلام الفوتوغرافي : 

في غرفة مظلمة ويمكن استخد ام مصباح الاضاءة الاحمر نوع 904 0:4]]! 

1 - حضر محلول الهلام الفوتوغرافي في قنينة كوبلن صغيرة بتخفيف محلول 
الهلام الفوتوغرافي (0031؟1) 07أ5اناا0ة 6ألام 50010913 مع ماء مقطر مؤين 
16 01501260 دافىء (درجة الحرارة 40م) بنسبة 1 : 1 . 

2 - بواسطة قضيب زجاجي أخلط محتويات الهلام + الماء جيداً في قنينة كوبلن 
حتى تحوله الى لون أبيض بقوام الحليب الطبيعي . 


١ 


3 - خذ شريحة مهجنة واحدة وغطسها عمودياً في محلول الهلام لمرة واحدة 
وأرفعها . 

4 - ضع الشريحة بشكل عمودي مائل على مسند حتى تجف . 

5 - غطي جميع الشرائح المهجنة بمحلول الهلام كما في الخطوتين 3 و4 . 

6 - رتب الشرائح الزجاجية المهجنة بصورة متوازية دون مساس أحداها بالاخر 
فى صندوق أسود . 

7 - أغلق الصندوق الأسود بأحكام وغلفه بطبقة من غشاء الألمنيوم . 

8 - أحفظ الصندوق الأسود بدرجة حرارة 4م لمدة 7 - 14 يوماً . 

9 - عامل الشرائح المغطاة بالهلام بمحلول التصوير المظهر :0610/6106 والمثبت 
ا" كما هو موضح في الطريقة الخاصة بذلك . 

ه - طريقة تظهير الهلام الفوتوغرافي : 

1 - أنقل صندوق الشرائح الزجاجية المهجنة والمغطاة بالهلام الى حاضنة بدرجة 
حرارة 25م دون فتح الصندوق . 

2 - أترك الصندوق الاسود لمدة 30 دقيقة في الحاضنة . 

3 - أنقل الصندوق الاسود الى غرفة مظلمة - يمكن استخدام الضوء الاحمر نوع 
4 111020 . 

4 - أرفع الشرائح الزجاجية المهجنة والمغطاة بالهلام من الصندوق وغطسها في 
محلول التظهير لمدة 5 دقائق . 

5 - أغسل الشرائح بتغطيسها فى محلول حامض الخليك الثلجي 02.5؟ لمدة 20 


ثافية : 


6 - ثبت الهلام عن طريق تغطيس الشرائح في محلول التثبيت لمدة 5 دقائق . 


١. 


مللاحظة : 


7 - أغسل الشرائح بالماء المقطر لمدة 20 - 30 دقيقة . 


ملاحظة : 


فى هذه المرحلة يمكن استخدام الضوء الأبيض . 


8 - جفف الشرائح بوضعها عمودية مائلة على مسند . 
9 - أصبغ الشرائح بصبغة جمزا أو غيرها . 

0- افحص تحت قوة 100« في مجهر ضوئي ستجد بقع فضية أو سوداء فوق 
الموقع الذي يمثل المورث على الكروموسوم . 

الطريقة الثانية : 

تهجين التحضيرات الخلوية (مزارع الجلد » العضلات » وغيرها) : 

أ- تحضير الشرائح الزجاجية اللازمة : 

1 - نظف الشرائح الزجاجية (20-10 شريحة) بورق سجائر مبلل بالكحول 
وثبت علامة © على سطح كل شريحة بشفرة زجاج . 

2 - غطس الشرائح في كحول أثيلي مطلق لمدة 12 - 18 ساعة . 


3- أنقل الشرائح الزجاجية الى محودول منظف ++ 0616:0601 (محلول 
0 دوعت( 9,610) لمدة 24 ساعة . 


مائي للماء المقطر الأيونى 1120 0 01001260 لمدة 5 دقائق . 


5 - تخلص من الماء الموجود في حاوية الشرائح وأغمر الشرائح بالكحول الاثيلي 
المطلق . 


١١ه‎ 


6 - أحفظ الشرائح في الكحول حتى بدء الزراعة عليها . 
ب - زراعة الخلايا فوق سطح الشرائح الزجاجية : 
1 - أرفع شريحة زجا- جية واحدة من حاوية الكحول : بملقط معقم ثم عقم 


الشريحة بتعريضها ال اللهب لعدة ثواني : 


ملاحظة : 


معفولة عزن معيو اليم خرن من اررق + 


2 - ضع الشريحة الزجاجية في طبق بتري معقم وأغلق الطبق . 

3 - أعد الخطوات 1 و2 مع كل شريحة زجاجية . 

4 - أضف 1 سمت من محلول الخلايا (1* 710 خلية) فوق سطح كل شريحة 
زجاجية . 

5-65 أحضن الاطياق بدرجة حرارة 5م يو حاضنة 505 كانيع أوكسيد الكاربون 
لدة 2 ساعة . 

6 - أضف 15 - 20 سمة من الوسط الغذائي (/01/23 مثلاً) لكل طبق وأتركها 
فى الحاضنة لمدة 18 - 24 ساعة أخرى . 

7 - أضف محلول الكولسميد الى الوسط الغذائى لكل طبق بحيث يكون تركيز 
الكولسميد النهائي 0.3 مايكروجرام/سمت3 واتركها فى الحاضنة لمدة 20 ساعة 
اخرى . 

8 - أسحب الوسط الغذائي بماصة معقمة من الاطباق واغسل الشرائح الزجاجية 
بمحلول هانكس لعدة ثوانى . 


١1 


ملاحظة : 


أضف 15 سمة من محلول هانكس لكل طبق . حرك المحلول لعدة 


9- أضف 5 - 20 سم3 من محلول ملحي مخفف 0وذانااه5 ءأدماوملانا الى 


كل طبق . أترك ا محلول لمدة 15 - 25 دقيقة . 


ملااحظة : 


فخرة تعرفن اتلناقيا الى الول اللحى احتف تخطوة نفريعة بدا : 
لذا يجب الانتباه لذلك . 


10 - أسحب المحلول امحلي المخفف من الاطباق عاصة معقمة وبهدوء دوك ع 
الأطياة: 

31- أضف 15 - 20سم3 من امحلول المثبت بهدوء الى كل طبق . أترك ا محلول 
لدة 2 دقيقة ثم أسحب امحلول من الاطباق بهدوع . 

2 - أعد الخطوة 11 مرة اخرى . 

3 - أضف 15 - 20 سمت من النحلول المثبت الى كل طبق مرة ثالثة وأترك ا محلول 
للدة 30 دقيقة . 

14 - تخلص مى محلول العغبيينت وجحفف الشرائح بالهواء بوضعها بصورة 
عمودية . 

5 - أحفظ الشرائح لمدة 1 - 3 يوم قبل اجراء التهجين . 


ملاحظة : 


اتبع جميع الخطوات اللاخرى اعتباراً من المعاملة بالفورماميد حتى 


تظهير الهلام الفوتوغرافي كما سبق توضيحه في الطريقة الاولى . 
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شسكل ١‏ توريع البقع الفضية او السوداء على كروموسومات الهامستر السورئ عند 
استخخدام المجس امه - © الموسم اشاعياً بنظير الهيدروجين - 3 (13) 


١م‎ 


ام 

لا ل لا 

5 #« ا مهم 

سام 

هدام 

اه 

1 82 مس 

1 اه 

3 هاه 

1 ل ل 

3 3 5 . . 
1 . ل 
1 0 .- 

2 .ا م« 5 َ 3 1 1 

1 8 5 له 0 . 30 31 


20-0 (3ل) . 


١. 


860 08 تاعط انالا 


22 0-2) 0ع (لعلارع065 أ0 96 مهع/1 ع0زه05م]نا 
(ع) (0) 06000 ومع لاط 
(0انا) 


3 يرو 4م 0.050 10225 07م 9.44 
02 24) 592.7 6620 551 
1165 26_00 1019م 401 655 
6+ 1.6 652 445 27م 
17960 11-4 638 40 528 
5+ 1151 59م 522 627 
0.090 062 7.12 406 662 
«عحمو ود 170.433 6545 ْ00609 6239 
006 00) 6052 4.45 5.924 
5374 15.4 473 343 4.8 
032 01109 6.2.29 42022 5.64 
0.620 23.21 6 .52 408 5.45 
10 208ط/ 271ذ2 2359 58 
53607 152 543 3.7/4 0109 
0620 282 07 23226 16 
008 122) 435 2300 401 
2758 1257 48 31.13 0118 
0.210 287) 44 2.61 536 
+*175 96 01118ذظظ2 12 325 434 
01 22 3.55 2100 303 
008 0)1) 224 152 203 
46 464 210521 78 210.12 
66 2522541 523-37 525 768 


63 ين حر اش © ل- 060 4 


6 ا ل ا ل ا 2 رف 4< رف شر د 5 


ليت 
2-5 
0 


1018( 337 100 


05-1 ,5>0.001 31 أصوع أ أصوأة /إالهء ]513115 ** 


جدول : التحليل الاحصائي لاعداد البقع الفضية او السوداء على كروموسومات 
الهامستر السوري بعد تهجينها بمجس اةة - © الموسم اشاعياً بنظير 
الهيدروجين الثالث 82) . 


١6ه.‎ 


الفصل الثامسن 


ساء سلاسل ال 0274 المشتمم مسن 


حزينات اخ 1111 


]ا تادادع تدعام دده ) 01 كزدع1 امرك 
005 1 1ن ا 111 10111 رذ لارلء) 


ال د مقدمة مسا 


يصل الى اكثر من 9090 بينما تمثل كل أنواع الحامض النووي 80/8 ما تبقى من 
هذه النسية وهو حوالى 0 . 

لذلك فإنه من السهولة استخدام الحامض النووي المرسال 0781808 لبناء نسخ 
084 والحخصول على المورثات وهو بذلك أفضل كتير رد محاولة الحصول على 
مورث من أل 08/5 الذي يمثل كما قلنا 9090 . 

ان كمية الحامضى النووي المرسال 0888 فى الخلية تمثل مجموعة من 
الخزئينات العى اسعسسة من الموركانت العركييية فى اتقلية : لذلك فإن تسبة 
عالية من هذه الجزيئات تعود لوروثات فعالة . ويعتبر استخللاص جزيئكات 
الخامض النووي مل مم لمثل هذه المورثات أسهل تكتير هن استخلاص جزيتات 
تعود لمورثات خاملة . ولكن في جميع الاحوال فإن استخدام ال ملا8م 
للحصول على المورثات هو أفضل وأسهل بكثير من استخدام ال هلا0 . 
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تدم وى سيم 


يف 


: 6١1 محلول‎ - 1 

07.2 غرام 2 لإعوأطأه5] عدأ اص ونا 

1 سم3 1 الأ 500 

0 سم3 ماء مقطر معقم 

أمزج ا محلول جيداً حتى ذوبان ملح 6/7 ثم رشح امحلول عبر ورقة ترشيح /1/11| 
ثم أضف 1 سم3 من ١20ةطأع‏ مأمه00عم - 2 . 0 - مم 
2 - محلول كلوريد السيزيوم 51 : 

650١ غرام‎ 7 

0 سسم3 محلول ع1 5 0 - إرم 


أمزرج عدا وعقم في جهاز التعقيم . 
3ت محلول أسيتات الصوديوم للك : 


136 عرام ع0 لمان 500 
0 سسلم3 ماء مقطر معقم 0 - إرم 
4 - محلول التحميل ؟ع]]ناط 1030150 : 
10 لصم ان - 1115 
011 الام ماع 
0.5 آلا اعلا 
2/0011 505 4 - رم 


١: 


5 - ممحلول الغسيل :ع/ناط وصتطوه/لا : 


10 للها ان - 5[ 

0.1 اللص مآامءع 

01 / اعولا 

2]]01< 05" 4 - برم 

6 - محلول «ع]1]ناط مهتأناع : 

10 الحم ان) - 05[ 

0.1 لفقا ماراع 

5320011 505" 4 - برم 


7- محلول دارىء لانزيم الاستنساخ العكسي 81: 


025 


0.1 


05 


100 


ان - 1115 
اعكا 
10602 3 ح لاط 
1 آنا 
15 2 الاو0رع1! : >< 10 
ان - 5ألر 
4 ا 


11آنا 4 - إإم 


١6ه‎ 


9 - محلول دارىء لانزيم اللحام 1835| 14 (:5) : 


025 لا ان - 115 

50 1 مط 02لا 

5 اق مام 

50 /ا صم 1 آنا 4 - برم 


0 - محلول دارقء لانزيم 5ةطل>ا 14 (< 10) : 


500 لا م ان - 5ل 
100 لا مم 0/02 
50 لا م دراه 4 - برم 


1 - محلول #ع]]ناط ده ذأبااء ع2:05طمع5 : 


0.1 را اع تلا 
20 ا مط ان - 5لم ل 
1 /ا م مراع 4 - إإام 


2 - محلول دارىء لتفاعل السلسلة الثانية (4): 


8 مايكروليتر ان - 105 ا/ا2 
4 مايكروليتر 2 اذا 
8 “ما يكروليك 6 آأناة ماناأمم صصق آنا 
0 مايكروليتر 01> ااا 
4ح مايكروليتر (10 مايكروجرام/مايكروليتر) 8548 166 56دهاءنلا 
6 مايكروليتر ماء مقطر معقم 
4 - ورم 


1١هك‎ 


استخلاص الحامض النووي الريبوزي الكلى هلا8 |1068 أه م5ناء5<)3 : 

تعتبر عملية استخلاص ال 80/8 من أصعب طرق الاستخلاص نظراً 
لحساسية الحامض النووي 88/8 للتحطم بالملوثات الكثيرة التى ترافق عملية 
الاستخلااص المعتادة . لذلك فإن عملية استخلاصه و جميع المراحل تتطلب 
تعقيم وتنظيف الادوات بشكل فائق هذا اضافة لتعقيم جميع المحاليل المستخدمة 
وا محاليل المعقمة . 


تغسل جميع الادوات الزجاجية من أنابيب وماصات ودوارق وغيرها في 
محلول مخفف من حامض الهيدروكلوريك أو الكبريتيك أو النتريك ثم بالماء 
المقطر المعقم سابقا . 
بدرجة حرارة 150 - 200 م لمدة ثلاثة ساعات فى فرن حراري أو فى جهاز 
التعقيم بالبخار ©100130ناى تحت ضغط 15 باوند/١‏ انم بدرجة حرارة 120م لمدة 
نصف ساعة . أما بالنسبة للمحاليل التي لا يمكن تعقيمها فى جهاز التعقيم 
بالبخار والتي تتضرر بالحرارة فانه يتم ترشيحها عبر مرشحات دقيقة . 


كما يجب ارتداء معطف لصيو والكفوف المطاطية والنظارات الواقية وغطاء 


مللاحظة : 


يتم تعقيم الادوات البلاستيكية مثل أنابيب الطرد المركزي الفائق 
المصنوعة من نترات السليلوز عن طريق غسلها جيداً ثم غمرها 
بالحخامض لفترة نصف ساعة وتجفيفها بعد ذلك وغسلها لعدة مرات 
بكحول الايثانول المطلق ثم تجفيفها قبل استخدامها . 


١ /اه0‎ 


الطريقة الاولى لاستخلاص ال هلةا8 الكلى : 

1 - أنقل محلول الخلايا الى أنبوبة الطرد المركزي الفائق (أنبوبة نتروسليلوز أو 
أنبوبة كوركس وطد! “اع:0©) المعاملة بمحلول 250178 1 0.5 . 

2 - أضف محلول كلوريد السيزيوم + 518 الى أنبوبة الطرد المركزي حتى نهايتها 
العلوية - تأكد من عدم وجود فقاعات ويمكن استخدام البرافين السائل فى 
حالة الحاجة لذلك . 

3 - أغلق أنبوبة الطرد المركزي بالسدادة المعدنية الخاصة بذلك وتأكد مرة ثانية 
من التخلص من جميعح الفقاعات الهوائية 1 

4 - أطرد الانبوبة مركزياً فى جهاز الطرد المركزي الفائق بقوة 50,000 دوره فى 
الدقيقة لمدة 48 ساعة بدرجة حرارة 20 م . 

5 - أفحص أنبوبة الطرد المركزي ستجد طبقة ال 8108 مترسبة فى قعر أتبوبة 
الطزة الاركري: 

6- أسحب الراشح بواسطة ماصة . 

7 - أقلب قنينة الطرد المركزي بحيث تكون فوهتها نحو الاسفل لعدم السماح 

للسائل المتبقى بالنزول على طبقة ال ىلا8 . 

8 - أقطع أنبوبة الطرد المركزي بشفرة حادة وهي في الوضع السابق بحيث تحصل 
على الربع الذي يحتوي على طبقة ال 88/68 . 


مللاحظة : 


هذه الخطوة لاجل عدم تلويث ال 8308 بسوائل الانبوبة . 

9 - أضف 200 مايكروليتر ماء مقطر معقم الى طبقة ال 88/8 . أمزج جيداً وأنقل 
محلول ال 8808 الى أنبوبة أبندروف معقمة ثم أضف 30 مايكروليتر من 
محلول أمستارت الصوديوم (380) . 


١همل‎ 


0 - أضف 250 مايكروليتر من مزيج الفينول : كلورفورم الى م>'ول أل هلقاع . 
أمزج بهدوة» 

1 - أطرد الانبوبة مركزياً في مايكروفيوج بقوة 2500 دوره في الدقيقة لمدة 

5 دقائق . 

2 - أنقل الراشح (محلول ال 88/8) الى أنبوبة أبندروف نظيفة . 

3 - أضف 700 مايكروليتر من الكحول الاثيلي المطلق المفاج الى محلول 


ال هلاه . 

4 - أطرد الأنبوبة مركوياً بقوة 2500 دورة في الدقيقة لمدة 5 دقائق 
- تخلص من الراشح » جفف راسب ال 88/8 وأذب الراسب بإضافة 900 
مايكروليتر من الماء المقطر المعقم . 

6 - يمكن أخحذ 2 مايكروليتر من محلول 8808 وأحسب التركيز بإستخدام جهاز 
قياس الكثافة الضوئية بطول موجي 260 ناتوميتر 


7 - أحفظ نموذج ال 6لا8 بدرجة حرارة - 20 م حتى استخدامه . 

الطريقة الثانية لاستخلاص ال هلة8 الكلي : 

1 - أمزج محلول الخلايا مع 8 سمة من محلول 6/1 في أنبُوبة طرد مركزي 
فائق . 

2 - أضف 3.3 سمتة من محلول كلوريد السيزيوم الى أنبوبة الطرد المركزي ثم 
أضف محلول 6١7‏ حتى نهاية أنبوبة الطرد لأجل التخلص من الهواء . 

ل ل ل 

4 - أطرد الانبوبة رك ويا بقوة 30,000 دوره في الدقيقة لمدة 24 - 48 ساعة 
بدرجة حرارة 20 م . 

5 - أتبع الخطوات من 6 - 17 من الطريقة الاولى للاستخلاص . 
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طريقة فصل ال 8ل81, من نموذج ال 8818 الكلي : 
أولاً : تهيئة عمود الفصل 1ك - 01190 سليلوز : 
1 - ثبت عمود الفصل على حامل حديدي فى كابينة معقمة . 
2 - أرفع الغطاء العلوي والسفلي للعمود وأسمح نحلول الحفظ في المرور من نهاية 
العمود . 
3 - أضف الى العمود 5 سمة من محلول 0/201 /! 0.1 + 01/5014 5 (أسمح 
للسائل بالمرور لغسل العمود) . 
5- أضف 5 سم3 من محلول التحميل 86أناط 030159 ا الى عمود الفصل لأجل 
تنظيم الاس الحامضي في العمود . 
ملاحظة : 
- يجب أن يكون الأس الحامضي 501 للعمود بعد الخطوة الخامسة 
يساوي 8-7 وفك معرفة ذلك بقياس الأس الخامضى بمحلول 
التحميل الخارج من نهاية العمود : ويمكن إعادة الخطوة الرابعة 


والخامسة حتى الحصول على الاس الحامضي المناسب . 


- أسمح محاليل الغسيل والتوازن بالمرور عبر العمود وتخلص منها 
بعد ذلك . 


ثانياً : فصل ال ه8لاهام : 

1 - أضف 12 سم3 من محلول 505 9610 الى نموذج ال 8808 الكلي الذي تم 
استخلاصه سابقا الخطوة 15 ليصبح الحجم الكلى 1000 مايكروليتر (1 
سم3) . 


2 - سخن محلول ال 88018 الكلى الى درجة حرارة 70م لمدة 5 دقائق . 

3 - أضف 100 مايكروليتر من محلول ١/306١‏ الا 5 الى محلول ال 8808 الكلي 
وأترك المحلول يبرد بدرجة حرارة الغرفة . 

4 - أضف محلول ال 888 الكلي الى عمود الفصل وأجمع المحلول النازل من 
أسفل العمود فى أنبوبة أبندروف نظيفة معقمة . 

5 - ستخحن المحلول الذي جمعته فى الخطوة 4 بدرجة حرارة 70م لمدة 5 دقائق ثم 


مللاحظة : 


تخلص من السائل النازل من نهاية العمود بعد المخطوة 5 لعدم الاحة اليه 5 


6- أضف 0 سمت من محلول الغسيل '8آناط 351/لا الى عمود الفصل 
وتخلص من السائل النازل من نهاية العمود لعدم الحاجة اليه . 

7 - أضف 2.5 سم3 من محلول الاستخلاص /88آناط 109انااخ الى عمود الفصل 
وأجمع السائل النازل من نهاية العمود في 9 أنابيب أبندروف نظيفة معقمة 
(أجمع في الانبوبة الواحدة من 200 - 250 مايكروليتر - حوالي 10 
قطرات) . 


8- أجمع محتويات الأنابيب من الثانية ون السابعة فين أنبوبة واحدة وأضف 
أليه 130 مايكروليتر من محلول أسيتات الصوديوم /31 . 


89 - امزج جيدا ثم اضف 2.5 حجم من كحول الأيثانول المطلق المتلج 7 أامزج 
بالتقليت الهادىء وأحفظ الأنبوبة بدرجة حرارة - 20 لمدة نصف ساعة . 
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1 - تخلص من الراشح . جفف الراسب وأعد اذابته بإضافة 100 مايكروليتر 
من الماء المقطر المعقم . 

2-02 العسسية تركمدز ال كلح رم في النموذج بإستتخدام جهاز قياس الكثافة 
الضوئية عند طول موجى 250 نانوميتر . 

3 - أجعل تركيز ال 0181808 في المحلول 1 مايكروجرام/مايكروليتر عن طريق 
الترسيب بالكحول والاذابة بالماء المقطن ؛ 
ملاحظة : 


يمكن عمل هجرة كهربائية لنموذج صغيرة من محلول ال 703808 عبر 


هلام الاجاروز + بروميد الاثيديوم أو الاجاروز + فورمالديهايد للتأكد 


من نباح الاستخلاص عبر عمود الفصل . 


بناء 0086© بإستخد ام 88/8 كقالب : 
أستخدام أنابيب معاملة بالسليكون في هذه الطريقة وفي حالة عدم توفرها 
أغسل أنابيب أبندروف أو غيرها بمحلول السليكون » جفف ثم عقم بعد ذلك . 
أولاً : بناء السلسلة الاولى من ال 8لام» : 
1 - خخذ 5 مايكروليتر (5 مايكروجرام) من محلول ال 8لا78 الذي تم تحضيره في 
الخطوة 13 من طريقة فصل ال 7810158 وضعها في أنبوبة أبندروف معاملة 
بالمليكرن:. 


2 - أضف 5 مايكروليتر من البادئة المناسبة بتركيز 0.1 مايكروجرام/مايكروليتر 
الى أنبوية محلول ال ملاظم . 


02 ن المزيج بدرجة حرارة 70م لمدة 3 دقيقة ثم أنقله الى حمام ثلجي لمدة 


5 دقائق . 
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4 - أضف ما يلى الى أنبوبة محلول ال 04م : 
0 هايكروليتر محلول دارىء لانزيم الااستنساخ العكسي * 5 
0 همايكروليتر محلول 1/1517 0.1 
0 مايكروليتر محلول 78لال ااام 10 
2 مايكروليتر محلول 81803515 (30 وحدة/مايكروليتر) 
1 هايكروليتر 4 ه116 - 9356اونالا (1 مايكروجرام/مايكروليتر) 
2 مايكروليتر ماء مقطر معقم 
5- -<مايكروليض أنزيم اللاستنساخ العكسي (200 وحدة/مايكروليتر) 
أمزج محتويات التفاعل جيداً ثم احضن بدرجة حرارة 42مْ لمدة ساعة 

واحدة . 

5 - أضف 5 مايكروليتر من محلول 50178 /ا 0.5 الى محلول التفاعل . 

6- أضف 100 مايكروليتر من مزيج الفينول : كلوروفورم الى محلول التفاعل ‏ 
أمزج : 

7 - أطرد اتبوبة الاستخلااص كينا بقوة 2500 دوره في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

8 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة التفاعل) الى أنبوبة ابندروف نظيفة ثم أضف 
اليها 100 مايكروليتر من محلول الكلوروفورم . 

9 - أمزج جيداً وأطرد أنبوبة الاستخلاص مركزياً كما في الخطوة 7 . 

0 - أنقل الطبقة العلوية الى أنبوبة نظيفة ثم أضف اليها:170 ماكو لي مق 
الماء المقطر المعقم + 30 مايكروليتر من محلول اسيتات الصوديوم /31 . أمزج 

1- أضف 750 مايكروليتر من كحول الايثانول المطلق المثلج الى أنبوبة المزيج 
في الخطوة 10 . أمزج جيداً واحفظ أنبوبة المزيج بدرجة حرارة - 20م لمدة 


1١1 


> أطرة الاتنوتة مركريا يقر 3560 دورة فى الدقيقة لد 16دقائق:: 

3 - تخلص من الراشح وأغسل الراسب بإضافة 500 مايكروليتر من الكحول 
الاثيلى 680؟ المتلج . 

4 - أطرد الانبوبة راكنا فى الخطوة 12 . 

5 - تخلص من الراشح » جفف الراسب وأذبه بإضافة 50 مايكروليتر من الماء 
المقطر المعقم . 

ثانياً : بناء السلسلة الثانية من ال 8لامء : 

1 - أضف الى محلول السلسلة الاولى (خطوة رقم 15 من طريقة يناء السلسلة 
الاولى) المحاليل التالية : 


4 «“ افا كرو لي محلول دارىء لتفاعل السلسلة الثانية‎ ١6 
)10 مالكروليعر محلول 18ل0ال (اللام‎ 4 

0-1 مايكروليتر ماء مقطر معقم 

١ 2‏ ما تكروليقز محلول ١‏ 5880358 (2 وحدة/ مايكروليتر) 
28 مايكروليتر أنزِي البلمرة | 1م25 8لا0 (40 وحدة) 


أمزج جيداً وأحضن التفاعل بدرجة حرارة 14م لمدة 2 ساعة . 

2 - أضف 4 مايكروليتر محلول 5018 /ا0.5 + 100 مايكروليتر فينول الى 
محلول التفاعل . أمزج جيداً . 

3 - أطرد أنبوبة التفاعل مركزياً بقوة 2500 دورة في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

4 - أنقل الطبقة العلوية الى أنبوبة أبندروف نظيفة ومعقمة وأضف 100 
مايكروليتر من الكلوروفورم . أمزج جيداً . 

5 - أطرد الانبوبة مركزياً كما في الخطوة رقم 3 . 
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6 - أنقل الطبقة العلوية الى أنبوبة نظيفة (محلول السلسلة الثانية) . 

7 - أنقل محلول السلسلة الثانية الى عمود الفصل ا<الاامه 0أم58 - 650 وثبت 
العمود داخل أنبوبة طرد مركزي لكي يتم تجميع المحلول النازل من نهاية 
العمود عند الطرد . 

8 - أطرد مركزياً بقوة 1000 دوره في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

9 - أجمع امحلول النازل من عمود الفصل في أنبوبة نظيفة وأضف 100 
مايكروليتر محلول 72 الى عمود الفصل . 

0 - أطرد مركزياً كما فى المخطوة 8 . 

1 - أجمع المحلول النازل من عمود الفصل وأضعه الى الانبوبة الاولى في المخطوة 9 . 

2 - أضف الى محلول السلسلة الثانية الذي يتم جمعه من الخطوتين 9 و11 

المحاليل التألية : 


2 مايكروليتر محلول ملاس أممءع/ا (10 مايكروجرام) 


20 مايكروليتر محلول أسيتات الصوديوم 31/0 
28 مايكروليتر ماء مقطر معقم 


500 مايكوليتز كحول الايثانول المطلق 
أمزج جيدا ثم ضع أنبوبة ا محلول بدرجة حرارة - 20 م لمدة 30 دقيقة . 
3 - أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 دورة في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 
4 - تخلص من الراشح وأغسل الراسب بإضافة 100 مايكروليتر من الكحول 
الاثيلى 6080؟ 
5 -- تخلص من الكحول بالطرد المركزى كما في الخطوة 13 . 
6 - جفف الرامسعت بالهواء وأذبه بإضافة 30 مايكروليتر من اماه القطر المعقم 1 
7 - أحسب تركيز ال 608/8 فى إنحلول بإستخذنام جهاز قياس الكثافة الضوئية 


عند طول موجي 260 ناتوميتر 1 
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8 - التموذج الان يمثل محلول 60016 مزدوج الشريط ذو نهايات عمياء غير لزجة . 
ان نموذج ال 008 . المزدوج الشريط الذي م تحضيره خلال التفاعالات 
السابقة غير صالح في عمليات الهندسة الوراثية ذلك أن الاشرطة المزدوجة 
لل هلامه تفتقد مجموعة فوسفات فى النهاية الخامسة للشريط الأول علاوة 
على امتلاكها لنهايات عمياء ووجود أشرطة 00008 قصيرة جداً . لذلك 
فإنه يتوجب تحوير نهايات جزيئات ال ملالمه لجعلها مناسبة لعمليات 

فسفرة النهاية الخامسة للسلسلة الأولى : 


1 - أضف الى محلول جزيئات ال 00808 (الخنطوة 16 من طريقة بناء السلسلة 
الثانية ) ا محاليل التالية : 


6 همايكروليتر محلول دارىء لانزيم البلمرة 2950651 بلاهصهاك»ا 
٠ 3‏ مايكروليكو محلول 01178 

6 حمايكووليتز محلول دارىء لانزمم 858مكا 14 

2 مايكروليتر أنزيم ذم دوت بح دعكا 

2 مايكروليتر أنزِم 0386تكا عوتامواءن م راوص 14 

1 - هارخكروليقو ماء مقطر معقم 


أحضن التفاعل بدرجة حرارة 37.5 م لمدة نصف ساعة . 


2 - أضف 2 مايكروليتر من محلول 5018 ١‏ 0.5 + 70 مايكروليتر من مزيج 
الفينول : كلوروفورم الى محلول التفاعل . أمزج جيداً . 

3 - أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 دوره في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

4 - أنقل الطبقة العلوية الى أنبوبة أبندروف نظيفة وأضف اليها 100 مايكروليتر 
من الكلوروفورم . أمزج جيداً وأطرد الانبوبة مركزياً كما في الخطوة 3 . 
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5 - أنقل الطبقة العلوية الى أنبوبة أبندروف نظيفة وأضف اليها : 


113 مايكروليتر ماء مقطر معقم 
010 مايكروليتر أسيتات الصوديوم /31 
2150 مايكروليتر كحول أثيلي مطلق مثلج 


أمزج جيدا وضع الانبوبة بدرجة حرارة - 20 م لمدة 15 دقيقة . 
6 - أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 دوره فى الدقيقة لمدة 5 دقائق . تخلص من 
الراشح . 
7 - اغسل الراسب بإضافة 500 مايكروليتر كحول أثيلى 9080 . 
8 - أطرد الانبوبة مركزياً كما في الخطوة 6 . 
0 - أذس الراسب بإضافة 10 مايكروليتر من الماء المقطر المعقم . 
ربط توصيلة 8١‏ مع الى نهايات جزيئات ال قلاماء : 


1 - أضف امحاليل التالية الى محلول الخطوة 10 (الخطوة السابقة) : 


4 مايكروليتر ال موع (4 مايكروجرام) 
4 مايكروليتر محلول دارىء لانزيم اللحام 3605| 14 
2 مايكروليتر أنزيم ©6025 ا 14 


3 


أمزج يندا وأحضن بدرجة حرارة 15م لمدة 24 ساعة . 

2 - أحضن التفاعل مرة أخرى بدرجة حرارة 70م لمدة 15 دقيقة . 
فسفرة النهاية الخامسة للتوصيلات المرتبطة مع جزيئات ال هلامه : 
3 - أضف امحاليل التالية الى محلول الخطوة 12 : 


١ 11/ 


8 ا 


: 8 الواح لاون :. 
1 مايكروليتر محلول دارىء لانزيم اللحام ©025كا 14 
2 مايكروليتر محلول 2ه الاج 10 
3 مايكروليتر نزي عوكهمتكا ع0 أمعاعصنالزامط 14 


أحضن التفاعل بدرجة حرارة 37.5 م لمدة نصف ساعة . 

14 - أشيقت ا محلول التفاعل 2 ماي لمكو من محلول لل ]| راع ل/ا 0.5 وأحضن 
بعذ ذلك بدرحة حرارة 70م لمدة 15 دقيقة . 

15 حون اسه 20 ماب روليتر دس الماء المقطر المعقم الع محلول التفاعل ليصبح 
حححجم اغلول 50 مايكروليتر ١‏ 

تنقية غوذج ال قلااطع : 

حضر عمود الفصل 48 - 0١‏ عسوم جطمع5 كالما ا 

- ثيت العمود بحامل حديدي . 

- فسن عمود الفصل بإضافة 5 سسمة من محلول التحميل /8أآنا8 0وأألااط . 

تخلص من المحلول النازل من نهاية العمود . 

1 - أضف محلول نموذج ال 00808 (الخطوة 15 السابقة) الى عمود الفصل . أترك 
النموذج يتغلغا ا العمود . 

2 5-86 2 12 سمج من ميحلول التحميل الي عمود الفصل قطره قطره واجمع 
ا محلول النازل من نهاية العمود فى ثلاثة أنابيب أبندروف ( 10 قطرات لكل 
أنبوبة - 42 مايكروليتر) . 

يح افعحص محاليل ال نابيب الغلاثة لمعرفة وجود الاشرطة القصيرة (أقل من 
0 زوج قاعدي) عن طريق الهجرة الكهربائية ل 2 مايكروليتر من كل أنبوبة 
عبر هلام الاجاروز 52 م وجود قطع ملالا قياسية (عكانوا/ا) 1 
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4 - اعتماداً على نتائج الهجرة الكهربائية تخلص من الأنبوبة التى تحتوي على 
محلول قطع قصيرة من ال 00/8 عالية التركيز . 

5 - أجمع محاليل الأنابيب مناسبة سوية فى أنبوبة واحدة وأضف اليه 1 
مايكروليتر من محلول 63811888 (10 مايكروجرام) + 0.1 حجماً من 
محلول استيتات الصوديوم (/اة) + 2 مي من كحول الايثانول المطلق 
المتلج . 

6 - أمزج جيداً ثم احفظ الانبوبة بدرجة حرارة - 20م لمدة 15 دقيقة . 

7 - أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 دوره فى الدقيقة لمدة 10 دقائق . تخلص من 
الراشح . 

8 - أغسل الراسب بإضافة 50 مايكروليتر من الكحول الاثيلى 9080 . 

وك أطرد الأنيوية مركزيا كما :فى الخطوة 7 : 

0 - تخلص من الراشح » حفقفف الراسب وأذبه بإضافة 10 مايكروليتر من الماء 
المقطر المعقم . 

1- أحسب تركيز ال 0(08ه في امحلول وأحفظ النموذج بدرجة حرارة - 20 م . 

ملااحظة : 


مك استخدام طرق تحخضير اشرطة مااناه لبتاء معجس اناه موسم 


اشبعاعياً ع ظريق آقيافة تيو كليوتين انف موسمة اشفاعيا فى تفاعلاتك 
البناء . 
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الفصل التامسع 


سام مكتبات المورثات 


1115رآ 5عمعع 01 اتاعتسطد 1اطة)5]آ1 


يميم ا يسم 


ان بناء المكتبيات الوراثية يستهدف تمثيل مورثات الكائنات يم المحكتبة بنسبة 
8االمتوفرة فى المكتبة للبحث عنه . ان من المفترض أن تكون احتمالية وجود 
أي مورث يعود للكائن عالية عدا ولا تقل فى أسوأ الاحوال عن 090,؟ . 

ولا يقتصر بناء المكتبات الوراثية على امجينات 660707065 بل يمكن بناءها 
لمورث معين أو بإستخدام هلااناه . 

تستخدم العديد من النواقل في عملية بناء المكتبات الورائية ويعتمد نوع 
الناقل فى العادة على الهدف من بناء المكتبة . كما أن حجم قطع ال 0808 التي 
تستخدم فى بناء النواقل الهجينة يعتمد أيضاً على عوامل منها مدى تعقيد 
المعقدة الح تعود لعن الاحياء الراقية تحتاج أن قطع ملانا العسرة الحجم 0 - 50 
كيلو قاعدة لأجل تمشيل معظم مورثاتها فيما تستخدم قطع صغيرة من ال قلاط 
في تمثيل المجينات البسيطة . 

ويمكن حساب حجم المكتبة المطلوبة لتتمثيل مورثات مجين معين أععمناد) 
على الاحتمالية المطلوبة وكالتالى : 

5 (2ظ-[1)صا 
لسسسسم ظ لم 
(م/1 - 1) صا 

لا - عدد النواقل المهندسة (الهجينة) في البنك اللازمة لتمثيل معظم 
مورثات امجين . 

0 > نسبة معدل حجم قطع ال 8لا المستخدمة في الهندسة الى حجم 

ص - احتمالية وجود مورث ما فى المكتبة . 

مثلاً 9095 أو 9098 


راجع الجدول التالي لمعرفة حجم المكتبات اللازمة مجموعة من الاحياء . 


كذ 


جدول : عدد المكلونات (النواقل الهجينة) اللازمة لتمثيل مورثات عذدد من مجينات 
الكائنات الحية فى مكتبات المورثات . 


عدد الكلونات اللازمة فى 
8 بمعدل 17 كيلو قاعدة 


000 

مانالمع0231نع75 5ناااامه8 56200 

5 النالأ” 5نا|اأوعم5م 0/0000 

ع3 5 ألاعاع0 5ع /ام01 5306131 100 
ع 13أام0:050] 100 
1010 0 00ةؤظ*1 

موا 2*0 

ومع 1 0000ؤ1آ1ظ 


١ 


بناء مكتبة مورثات بإستخدام العاتى 11814 : 


أولاً : تحضير قطع 01/8 بحجم 10 - 20 كيلو قاعدة : 

1 - استخلص ال 08/8 اللازم من الخلايا المطلوب بناء مكتبة لمورثاتها حسب 
الطريقة الخاصة بذلك . 

2 - خذ 100 مايكروجرام من ال 0808 وعامله بأنزِيم القطع 1 0018ع كما في 
طريقة التفاعل الخاصة بذلك . 

3 - حلل نتائج المعاملة مع الانزيم بإستخدام الهجرة الكهربائية عبر هلام 
الاجاروز الخفيف 2031056 01وأم و0نأأو/! الها مع قطع 01 قياسية . 

4 - اصبغ الهلام بمحلول بروميد الاثيديوم وعن طريق الاشعة الفوق بنفسجية 
حدد موقع قطع ال كلام التى يتراوح حجمها ما بين 20-10 كيلو قاعدة 
ين بقطع ال 0008 القياسية . 

5 - أقطع الهلام حول قطع ال ىلا0 المناسبة الحجم بإستخدام شفرة حادة وأنقل 
الهلام الى أنبوبة أبندروف نظيفة . 

6 - تخلص من الهلام عن طريقة هرسه داخل الانبوبة ثم إضافة 3 مايكروليتر 
من محلول دارىء لانزيم الاجاريز ©8931856 و20 وحدة من أنز الاجاريز + 
0 مايكروليتر من الماء المقطر . 

6 - استخلص قطع ال ثلا التى يتراوح حجمها بين 10 - 20 كيلو قاعدة من 
محلول التفاعل بإضافة 200 مايكروليتر من كحول الايثانول المطلق المثلج . 
أمزج جيداً . 

7- أحضن الانبوبة بدرجة حرارة - 20 م لمدة 20 دقيقة ثم رسب قطع ال هلاه 
بالطرد المركزي بقوة 2500 دوره بالدقيقة لمدة 5 دقائق . 


١ا/ه‎ 


الماء المقطر . 
9 - أحسب تركيز قطع ال 0008 في المحلول (شكل 1-9 ) . 


ملاحظة : 


يمكن استخدام الهجرة الكهربائية عبر هلام الاجاروز للتأكد من 


حجم قطع ال 018 المستخلصة . 


ا١ا/أ‎ 


قطع 01808 غموذج ال 00/8 المعامل 
قياسية بأنزم ب8موعا 


اس | يتراوح حجمها بين 10 - 20 كيلوقاعدة 
1 | 
->- زجاجي الدارىء للتخلص من الهلام 

0 »م 6 

اضافة كحول الايثانول المثلج لترسيب 5 محلول قطع 
قطع ال ثىلا0 وكيم ال ملام 
ترسيت 6 ال قلاط 
اعادة اذابة بالماء المقطر 


قياس تركيز قطع ال 08/8 في النموذج 


شكل 1-9 : تهيئة قطم 00/5 بحجم 20-0 كيلو 
قاعدة اللازمة لعملية الهندسة مع ناقل . 


ابابا 


ثانياً : هندسة قطع ال 88/8 (10 -20 كيلو قاعدة) مع العاثي 281814 : 


1 - في أنبوبة أبندروف جهز التفاعل التالي : 


05 مايكروجرام قطع 018 (10 - 20 كيلو قاعدة) 

1 مايكروجرام الناقل 4ا8الااع 

2 مايكروليتر محلول دارىء لانزم اللحام ©5985ذا 14 
4 وحدات ع اللحام ©3935ذا 14 


يجب أن يكون حجم محلول التفاعل 5 مايكروليتر . 
2- أحضن التفاعل بدرجة حرارة 5م لمدة نصف ساعة . 
3 - تعبئة العاثيات 350أ20كاءع3م 50 ]ألا ما : 
يجب أن تجرى هذه العملية بسرعة ما أمكن دون السماح لنماذج العمل 
بالذوبان بشكل نهائي . 
أ - أذب محلول 12615*© و5001 بوضع الانبوبة الخاصة به بين الأصابع لمدة 
2-1 دقيقة ثم احفظها فى الثلج . 
نت - أذت محلول 5أعة1لاه القط1 / )مهعم بين الاصابع ويمجرد ذوبانه 
أضف اليه وبسرعة 10 مايكروليتر من محلول قطع ال ملام (10 - 20 
كيلو قاعدة) واحفظ الانبوبة فى الثلج : 


ج - نخد 15 مايكروليتر من محلول 2605© وأمه50 وأضفه الى أنبوبة مزيج 
قط[ / عجممرع + قطع ال قلاط . 


وه أظرد الانيونة 'مركؤياً نقوة 1006:دورة العدة كوان. : 
ه - أحضن الانبوبة بدرجة حرارة 22م لمدة 2 ساعة . 


و- أضف الين أنبوبة التفاعل 0.5 سم3 من محلول + 20 مأيكروليتز من 
الكلوروفورم (محلول العاثيات) . 
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بعد خحلذل 10 مايكروليتر من محلول العائثيات واحسب حجم وكفاءة التعبئة 
(حجم المكتبة 1 بمقعطنا) وأحفظ محلول العاثيات المتبقي (المكتبة) 
بدرجة حرارة 4م . 

حساب حجم وكفاءة التعبثة :111 لأنةءطلا : 

1 - حضر التخافيف 110 : - 510 > من محلول العاثيات ثم أنقل 100 مايكروليتر 
من كل تخفيف الى أنبوبة زجاجية نظيفة واستخدمها في الخطوة التالية . 

2 - أضف الى كل انبوبية من أنابيب تخافيف العاثيات 200 مايكروليتر من 
مزرعة بكتريا القولون 52392 (امه.ع عمر 24 ساعة وذات كثافة ضوئية عند 
طول موجى 600 ناتوميتر > 0.5 . 

3 - أمزج محاليل العاثيات + البكتريا وأحضنها لمدة نصف ساعة بدرجة حرارة 


5م 1 


4 - أضف الى كل أنبوبة من أنابيب مزيج العاثيات والبكتريا 3 سمة من الوسط 
الغذائى نصف الصلب الدافىء 2987 100 8 | . 


5 - أمزج بسرعة وصب محتويات كل أنبوبة على سطح وسط غذائي ١.8‏ صلب 
فى أطباق بتري . أترك الاطباق لنصف ساعة بدرجة حرارة الغرفة . استخدم 
ثلاثة أطباق لكل تخفيف . * 

6 - احضن أطباق الاوساط الغذائية بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 24 ساعة . 


7 - أحسب عدد مستعمرات العاثيات في أفضل المزارع نمواً ووضوحاً وفي 


- تحفيف معن 5 


وبالرجوع الي التخفيف الاصلى المستخدم يمكن حساب كفاءة التعبكئة . 


1١ 


ملاحظة : 


- ا« كدي أكلك استخدمت 10 مايكروليتر من محلول العائيات 


لتحضير التخافيف1510 5140-7 . 


- يمكن أخذ 1 مايكروليتر من محلول العاثيات وتحليلها عبر الهجرة 
الكهربائية مع وجود نموذج ناقل 1/814 غير مكلون وقطع 00/8 قياسية 
لمعرفة متوسط استيعاب القطع المكلونة . 

- يمكن زيادة كفاءة التحام قطع ال 08/8 (10 - 20 كيلو قاعدة) مع أذرع 
الناقل 2181-4 وذلك بتنقية الاذرع اليمين واليسار والتخلص من الحشوة 
الداخلية عن طريق الهجرة الكهربائية عبر هلام الاجاروز الخفيف ثم قطع 
مناطق الاذرع اليمين واليسار وتنقيتها ثم استخدامها (شكل 2-9 ) . 


58 7 المستخلص من الكائن 
١‏ لص سس اند 2 قطع الخامض النووي الناتجة 
وت اس ابي ار الل 0 ع المعاملة بالا نرم القا طع 
ا ا 1 هد كر 1 ونع 


هجرة كهربائية واستخلاص لقطع 
الحامض النووي 


2ل د هه وعم وعم سن بم قطع الحامض النووي التي 
0 - يتراوح حجمها ما بين 
الل 9 0 - 20 كيلوقاعدة 


ل 


08 مهتدس وراكتاً 


ء' 


: 5-5 عاثيات مهندسة ورائياً 


تعبثئلهة 
( مكتبة وراثية ) 


شكل 2-9 : استراتيجية الهندسة الوراثية المستخدمة فى بناء مكتبة المورثات بإستعمال 
العاثى لامبدا 4 ا5الاع 


1ق 


بناء مكتبة مورثات بإستخد ام البلازميد 22 ررم 


1 - استخلص ال هلا اللازم من الخلايا المطلوب بناء مكتبة مورثات لها . 

2 - خذ 100 مايكروجرام من ال هل8ا0 وعاملة بأنزيم القطع 011 8900 . 

3 - حلل نتائج المعاملة بالانزيم القاطع بالهجرة الكهربائية عبر هلام الاجاروز 
افيف مع قطع 4لا0ا قياسية . 

4 - أصبغ الهلام بمحلول بروميد الاثيديوم وعن طريق الاشعة فوق البنفسجية 
حدد موقع قطع ال 05/8 التي يتراوح حجمها ما بين 8 - 10 كيلو قاعدة . 

5 - استخلص قطع ال ىلا0 التى يتراوح حجمها ما بين 8 - 10 كيلو قاعدة 
بالطريقة التي تم شرحها سابقاً . 

6 - حضر التفاعل التالي في أنبوبة تفاعل نظيفة : 

5 مايكروليتر محلول البلازميد 322 585 (0.5 مايكروجرام/مايكروليتر) 

3 مايكروليتر محلول دارىء للانزيم 8300101 
2 مايكروليتر محلول انزيمي 10(88611 وحدات) . 
0 مايكروليتر ماء مقطر معقم 
أمزج 0 ثم أحضن التفاعل بدرجة حرارة 37.5 م لمدة ساعة واحدة . 

7 - أحضن التفاعل مرة أخرى بدرجة حرارة 50م لمدة 20 دقيقة . 

8- أضف 100 مايكروليتر من الماء المقطر المعقم الى أنبوبة التفاعل + 200 
مايكروليتر من مزيج الفينول :كلوروفورم . 

8 أمزج دا وأطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 دوره في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

0 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة البلازميد) الى أنبوبة أبندروف نظيفة وأضف 
اليها 150 مايكروليتر من الكلوروفورم . 

1 - أمزج جيداً ثم أطرد الانبوبة مركزياً كما في الخطوة 9 . 
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2 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة البلازميد) الى أنبوبة جديدة . 

3- أضف 1 مايكروليتر من محلول أسيتات الصوديوم 310 الى محلول 
البلازميد + 250 مايكروليتر من كحول الايثانول المطلق المثلج . أمزج جيداً 
وأحفظ بدرجة حرارة - 20م لنصف ساعة . 

4 - أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 دوره في الدقيقة لمدة 10 دقائق لترسيب 
هلان البلازميدات . 

5 - تخلص من الراشح » جفف الراسب ثم أذبه بإضافة 20 مايكروليتر من الماء 
المقطر المعقم . 

6 - في أنبوبة تفاعل جهز التفاعل التالي : 

1 مايكروجرام البلازميد 322 85م المفتوح بالانزيم 01امه8 (الخطوة 15) 
5 مايكروجرا قطع ال 0/5 (8 - 10 كيلو قاعدة) (الخطوة 5) . 

1[ مايكروليتر محلول دارىء لانزيم اللحام ع5نزنا 14 

1[ مايكروليتر أنزيم ©38ونا 74 (4 وحدات) . 

يجب أن يكون حجم التفاعل 5 مايكروليتر . احضن التفاعل بدرجة حرارة 
5م لدة نصف ساعة ثم بدرجة حرارة 50م لمدة 20 دقيقة أخرى . 

7 - أضف 95 مايكروليتر من الماء المقطر المعقم الى أنبوبة التفاعل ليصبح الحجم 
الكلى خلول التفاعل 100 مايكروليتر . 

8 - أضف 100 مايكروليتر من مزيج الفينول : كلورفورم الى محلول التفاعل . 
أمزج جيل : 

9 - أطرد انبوبة التفاعل مركزياً بقوة 2500 دورة في الدقيقة لمدة 5 دقائق . 

0 - أنقل الطبقة العلوية (طبقة البلازميدات الهجينة) الى أنبوبة نظيفة ثم 
اضف اليه 100 مايكروليتر من الكلوروفورم . أمزج جيداً . 

1 - أطرد الانبوبة مركزياً كما في الخطوة 19 . 


لذن 


2 - أنقل الطبقة العلوية الى أنبوبة نظيفة ثم أضف اليها 10 مايكروليتر من 

محلول أسيتات الصوديوم /31 + 250 مايكروليتر من كحول الايثانول المطلق 
الثلجي . أمزج جيداً وأحفظ الانبوبة بدرجة حرارة - 20م لمدة نصف 
ساعة . 

3 - أطرد الانبوبة مركزياً بقوة 2500 فى الدقيقة لمدة 10 دقائق . 

4 - تخلص من الراشح » جفف الراسب ثم أذبه بإضافة 50 مايكروليتر من الماء 
المقطر المعقم (محلول البلازميدات الهجينة) . 

5 - أحسب كفاءة الهندسة الوراثية للبلازميد استناداً الى الطريقة التالية 

حسارن كفاءة الكلونة 

أستخد م في عملية الحساب البكتريا 101 48 ذامه.ع 

أولاً : تأهيل البكتريا 101 18ل أامء .ع وأمعاء83 اه لإعمعامم دده 6 

1 - أنقل مستعمرة واحد من البكتريا 101 8ل ذامه. (أو 5 سم3 في حالة 


وجودها على هيئة محلول) الى أنبوبة زراعة تحتوي على 10 سمت3 من الوسط 
الغذائي ١8‏ السائل (بروث 8:015) . 

2 - أحضن المزرعة بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 24 ساعة في حاضنة هزازة عند قوة 
هر 150 دوره فى الدقيقة . 

8- انهل 1 سمت3 من المزرعة السابقة الى دورق زراعة حجم 100 سمة يحتوي 
على 50 سمة من الوسط الغذائي السائل 8ا . 


4-ا حضن المزرعة بدرجة حرارة 37.5 7 في تحاصندة هزازة بقوة هر 150 دوزة هب 
الدقيقة حتى وصول المزرعة الى كثافة ضوئية 0.5 (0.5 - ووو0.2) عند 


طول موجي 550 أن نكستروم 5 


8ك 


ملاحظة : 


يمكن معرفة وصول المزرعة الى الكثافة الضوئية المطلوبة وذلك 


بتحليل نموذج من المزرعة كل 15 دقيقة فى جهاز قياس الكثافة 
الضوئية عند طول موجى 550 أنكستروم . 


5 - بعد وصول المزرعة الى الكثافة الضوئية المطلوبة أحفظ دورق المزرعة في الثلج 
لمدة 15 دقيقة . 

6 - أجمع بكتريا المزرعة بالطرد المركزي بقوة 2500 دورة في الدقيقة بدرجة 
حرارة 4 م 5 

7- تخلص من الراشح وأعد اذابة البكتريا بإضافة 20 سمة من محلول 
02 0.1 المثلج . أمزج البكتريا جيداً وأجمع موذج البكتريا في أنبوبة 
واحدة نظيفة و معقمة . 

8 - أحفظ أنبوبة البكتريا في الثلج لمدة 5 دقائق . 

9 - أطرد الانبوية موكزيا بقوة 2500 دوره فى الدقيقة لمدة 5 دقائق عند درجة 
حرارة 4م 23 

0 - تخلص من الراشح وأذب الراسب بإضافة 4سمة من محلول 08612 1/1 0.1 
المثلج وأحفظ أنبوبة البكتريا في الثلج لمدة 20 دقيقة . 

1 - أطرد الانبوبة مركزياً كما في الخطوة 9 وتخلص من الراشح بعد ذلك . 

2 - أذب راسب البكتريا بإضافة 2.5 سمة من محلول 68612 1/1 0.1 المشلج ثم 
أحفظ الانبوبة في الثلج لمدة 24 ساعة . 

3 - البكتريا فى نهاية الخطوة 12 تكون مؤهلة 1601©م00 وقادرة على 


أستيعاب البلازميدات : 


وما 


انبا : تحويل البكتريا المؤهلة 115ع1ء36ط أصمع1عءمممه© 1ه 9121100نه51مق11 : 
(ادخال البلازميدات الى البكتريا المؤهلة 101 8ل ذامك .ع) 


1 - أنقل 1 سسهتة من البكتريا المؤهلة 101 18 اوه .6 (الخطوة 12 من تأهيل 
البكتريا) الى أنبوبة نظيفة معقمة وأضف اليه 10 نأنوجرام من محلول 
البلازميدات الهجينة (الخطوة 4 من بناء المكتبة) 5 أمزج ندا وأحفظ 
الانبوبة في الثلج لمدة 30 دقيقة . 

2 - أنقل أنبوبة خليط اليكطونا + البلازمعيدات الهجينة بعد ذلك الب درجة 
حرارة 42 م لمدة دقيقتان ثم أنقلها مرة أخرى الى الثلج لمدة 10 دقائق . 

3 - أضف 1 سمتة من الوسط الغذائى السائل الى أنبوبة البكتريا المحولة (الخطوة 
2) أحضن بعد ذلك بدرجة حرارة 37.5 م لمدة ساعة واحدة . 

4 - حضر تخافيف البكتريا 4710 - 5710 عن طريق أخذ 200 مايكروليتر من 
محلول البكتريا ا محولة وتخفيفه بالوسط الغذائى السائل . 

5 - خحذ 200 مايكروليتر من كل تخفيف من تخافيف البكتريا السابقة وأمزج 
كل منها مع 3 سمة من الوسط الغذائي ١8‏ نصف الصلب الدافىء + 150 
87 1050 مايكروجرام من المضادات الحياتية الامبسلين والتتراسايكلين . 

6 - حت محتويات المجموعة الاولى من الأنابيب على سطح أوساط غذائية 
صلبة 8 ا مقواة بالامبسلين فقط 50 مايكروجرام /سمة3 ١‏ وأتركها لتتصلب : 

7 صب محتويات المجموعة القانية من الأنابيب على سطح أوساط غذائية 
صلبة 88 ا مقواة بالتتراسايكلين فقط (50 مايكروجرام/سم3) وأتركها 


48- أحضن مجموعتى الاطباق الغذائثية بدرجة حرارة 5م لمدة 24 ساعة . 
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9 - أحسب كفاءة الكلونة والتحويل من خلال حساي عدد المستعمرات النامية 
على الوسط الغذائي الأول (المقوى بالامبسلين فقط) والوسط الغذائي المقوى 
بالتتراسايكلين فقط . آحذاً بنظر الاعتبار كمية البلازميد المستخدم وتخافيف 
البكتريا . 


ملل احظية : 


- البكتريا التى تنمو على الوسط الغذائى المقوى بالأمبسلين فقط هى 
البكتريا التى تحتوي على بلازميدات هجينة وغير هجينة بينما تكون 
البكتريا النامية على الوسط الغذائى المقوى بالتتراسايكلين ذات 


بلازميدات غير هجينة فقط . 


- البكتريا ذات البلازميدات الهجينة النافعة فى عمليات الهندسة 
الوراثية اللاحقة هي المستعمرات النامية على د فقوي ”بالا سيت 
والتي لا تنمو على وسط مقوى بالتتراسايكلين . ويمكن معرفة هذه 
المستعمرات عن طريق نقل مستعمرات الوسط المقوى بالامبسلين الى 


لهذا الهدف) ثم زراعة هذه المستعمرات على وسط غذائي مقوى 
بنفس ترتيبها على الوسط المقوى بالأمبسلين . أحضن الوسط الغذائي 
بدرجة حرارة 37.5 م لمدة 24 ساعة . 


المستعمرات النامية على وسط التتراسايكلين هى الملستعورات العو 
فشلت في النمو على وسط التتراسايكلين هي المستعمرات التي 


١مل‎ 


الفصل العاشسر 


قراءة تسلسل ترددات ال 4لاط 


0 ذاار]1 


لبي فين )ب ]| 


جو 


1 - محلول دارىء للبادئة “5 : 


200 الام ان - 5[ 

100 لمم 062 

230 الام اعدلا 4 - ررم 
2 - محلول التحميل: 

5972005 ما 

20 الام مراع 

9001 عناط اممعطمممصهر8 0 - إعرم 

0001| امصوؤلاه عمعا/لكر 


أ5 


قراءة تسلسل ترددات ال 0١18‏ حسب طريقة سانجر - كولسون 


لأجل قراءة تسلسل تردد 0808 العاثى 1/113 مثلاً فيجب توفر البادئة - 5 
3 - 20867 6144880686666 لعمل ذلك . 
حي اليل الحالنة قبل يدم العمل شباشيرة + 


أ- محلول خليط النيوكليوتيدات : (محلول الخليط الموسم رقم 1) : 


756 مايكروليتر من محلول 0012 ,0115 ,15قل ألان 100 
5 مايكروليتر ماء مقطر معقم . 
الآن: 


خحذ 8 مايكروليتر من محلول خليط النيوكليوتيدات السابق تحضيره وأضف 

اليه 32 مايكروليتر من الماء المقطر فى أنبوبة للحصول على محلول خليط 

0 التفاعلات القادمة . 

المحلول الأول : ,018ل ل/أن80 ,2كهمل ا/ألن80 ,0672 11ن80 ,أعدلة ااام 50 
001ل ا/ان 8 + م1 1ك 801/7 80/7 . 

المحلول الثانى : ,1126ل الان 80 ,8كل الزنا80 ,612ل 1/ؤأن80 ,اعذلة الام 50 


0615 لان 8 + ايل انا 80 


المحلول الثلث : ,1752ل الاب 80 ,2مك /ثل80 ,0678 لأن80 ,اعدلذ الام 50 
0116ل انب 8 + م061 الانا80 


المحلول الرابع : ,612ل الان80 ,8آهل الأن80 ,126 06 801/1 ,امهل الام 50 
كاملل الزن 8 + 1716 الانا80 


يح 


1 - في أنبوبة تفاعل حضر ما يلي : 
2 مايكروليتر بادئة 2.5 نانوجرام/مايكروليتر 
2 مايكروليتر ‏ محلول دارىء للبادثة 
6 مايكروليتر ‏ محلول 0/5 العاثي 1/13 (تركيز 0.75 مايكروجرام) . 


أحضن الانبوبة في حمام مائي بدرجة حرارة 55 م و'نرك الحمام المائي يبرد 
تدريجيا لدرجة حرارة الغرفة (حوالي ساعتين) . 


2 - أضف الى أنبوبة التفاعل السابق ما يلى : 
1 مايكروليتر محلول 1/2717 0.1 
0.5 مايكروليقر مزمل 535 - عه 
2 انكر وليك أنْزِيم كأدعمموم.] ننادمها»ا(20 وحدة) . 
2 نا يكروليكر محلول خليط النيوكليوتيدات رقم 2 . 
أمزج التفاعل ةا وأحضن بدرجة حرارة الغرفة لمدة 5 دقائق : 

3 - حضر أربعة أنابيب وأضف الى كل منها ما يلى : 
الغالقة الاول + 3.5 مايكروليتر من محلول التفاعل السابق (الخطوة 2) . 
الأنبوب الثاني : 2.5 مايكروليتر من محلول خليط النيوكليوتيدات الشبيهة 
الغالقة الثانى + 3.5 مايكروليتر من محلول التفاعل السابق (الخطوة 2) . 
الأنبوب الثالث : 2.5 مايكروليتر من محلول خليط النيوكليوتيدات الشبيهة 
الغالقة الثالث + 3.5 مايكروليتر من محلول التفاعل السابق (الخطوة 2) . 
الأنبوب الرابع : 2.5 مايكروليتر من محلول خليط النيوكليوتيدات الشبيهة 
الغالقة الرايع + 3.5 مايكروليتر من محلول التفاعل السابق (الخطوة 2) . 


1١5 


5 - أضف الى كل أنيوبة 4 مايكروليتر من محلول التحميل . أحفظ الأنابيب 
بدرجة حرارة - 0 حتى استخدامها فى الهجرة الكهربائية . 

6- أحضن الأنابيب الاربعة بدرجة حرارة 95م لمدة دقيقتان . 

7 - خحذ: مايكروليتر من كل أنبوبة وضعها فى حفرة خاصة في هلام 
الا كرليمايد 968 عوأصموالمعه/زا0ط ومأءناأهمه0 + يوريا . 
أعمل الهجرة الكهربائية بتيار كهربائي 50 وات لمدة ساعتين . 
ملااحظة : 


انتبه لموقع كل تفاعل وأعمل اشارة خاصة لتعيين كل منهما بإستخدام 
ال حفرة الاولى للتفاعل الاول والثانية للثاني وهكذا : 

8 - أقفل التيار الكهربائي عن جهاز الهجرة الكهربائية ثم أرفع الهلام عن الجهاز 
عن طريق رفع حامل الهلام بحذر شديد . 


9 - ضع تحت الهلام وفوقه قطعة من ورق الترشيح بنفس حجمه . 

0 - أنقل الهلام الى جهاز الحرارة والشفط عند درجة حرارة 80م لمدة ساعتين . 

1 - في غرفة مذ مظلمة أنزع ورقة الترشيح العلوية من الهلام دون الاضرار بالهلام 
وغطي الهلام بفلم أشعة - < وأغلق كاسيت الفلم بعد ذلك بصورة جيدة . 


2 - أحفظ الكاسيت بدرجة حرارة - 70م لمدة 36 ساعة . 


3 - في غرفة مظلمة أفتح الكاسيت وعامل فلم أشعة - * بمحلول التظهير 
والتثبيت ثم جففه بالتعليق . 


4 - اقرأ نتائج التجربة من النهاية الخامسة الى النهاية الثالئة اعتباراً من قعر 
الهلام . 


١5: 


1 - الوراثة الحزيئية - د . عبد الحسين مويت الفيصل - جامعة التحدي/ليبيا 1998 . 


2 - الهندسة الورائية -<د. عيدك الحسين مويت الفيصل - دار الشروق للنشر والاعلان 
والتوزيع - عمان / الأردن 9 . 


3 - الخلية » التركيب الدقيق والوظائف - د . عبد الحسين مويت الفيصل - الدار الاهلية 
للنشر والتوزيع - عمان / الاردن 1999 . 


4- الوراثة العامة - د . عبد الحسين مويت الفيصل ب الدار الاهلية للنشر والتوزيع - 
عمان / الاردن 1999 . 


5 - مدخل الى الوراثة الجزيئية - أحمد يوسف المتينى - منشأة المعارف - الاسكندرية 
- مصر- 1994. 

6 مبادىء علم الوراثة - جاردنر واستستكاد ترجمة د الحفيد شوقي وجماعته - الدار 
العربية للنشر والتوزيع - القاهرة - مصر - 1987 . 


المصادر الأجنبية 


عط أ0 ذ5أكلا|ة30 5ئا5131 /0031أأناأملاع 300 16ا270ع51لا5 .1999 .1/7 .1 ءلم ,لوذتة6 -امقَ - 1 
-لأقطلاط أواطعتصمممعن لالط والوأعمالصممواات9 ./ا 0م ذأانالمع 5ن أأالا/اا دعاععم5 اع5دلامم 
-أمنا عتوناعط مارج - ععمعأء5 أوعأوماوأط لصة 576012 ما عمعمع:0»0014 151 .مم1اج2] 
00ل 1999 امم 25 - 24 ,/إأأ5اع/7٠‏ 

5 -لآا أ0 علع١!3‏ 360012031 0 (وأاعع1ع2] - 1998 .لوط .ل لصة .لأ .1 ءلهَ .لوهوأق 2 -ام - 2 
.2 (ة) 8 زط لمععنلص! 5ااعه ع ترك ماعمعو010-0560م 
: (3) 5 /لإوواوا8 نواباععاولا ,بععمة0 

-كا! أ0 102110 ع07005077ققلك لومتوطمق .1998 .بصوط إل لصنق .لأ .كاءلم .اوداق - ام - 3 
©لا5 50 عأوطاك 3 طأأاللا 160هع1 ذااعه عرد مز 5عمع0)0-05000:م 35 -ل 320 35 
: (3) 5 لإوواضأ8 تواباععاهلم/1ا :ع0م03 .م (3) 8 10 


ا 


م0 ع52 5:010قام 350 تملأت أمععمه قلانا أ6 أمعأاع .1998 .1/1 .لل ,لوونق6 -امَ - 4 
-أمنا أل0هطتخ 1 -ام .ذناع:ناة 5ناع060عوالالامة51 ونعأاع 3ط عط أه ومأته مره [آقصق 1 عطا 
.5 - 29 : 2 |3نآناول ع ااتأمعأ50 لإأزورعلا 
-أع ط2510513110ق! عغطا مه ع2 أ5 لاقام أ أعع]]ع .1998 .1/1 .ل .م ,لوؤ5أة8 -ام - 5 
عصع8 .ععمعأن5 لإومامز8 عطأ أه ععمعرعأممه 151 .ألمه .ع وأنعاعوط عطأ أه لإعمعاماا 
.8 لالوقل/ا 8 - 6 - وطلزانا - 02921 
7/0116 قكاناء أ0 5أ5لإالةض3 7قاناععامط عطا مه 5100145 .1990 .1/1 .1 ءلم ,اه5أ23 -ام - 6 
عا .لا - 5ا3// أ0 لإأأ5اع/اأاصنا - وأوعط1 .نا.طع قلاما 
- لامطصاع8 لصم ئأدهلظا مولا .110001100مأ ص3 ,وصاصماء عمع6 .1986 ١ق‏ . 1 , "تبرامر8 - 7 
كا .نا 
ع أ0ن) علأعطاملاة وقاصلهآامم عاضقط لإمموامكج له .1976 ,معطع ةي .ل لمق .ا .عا وان - 8 
99 - 91 : 9 ااعن .عمرممعن أامعء .ع عالتامع عط أه عل/االهأحع5عزمع؟ 5ل أممكقام لأتطلام 
.33 - 24 : 233 .أعللظط .أع5 .5عمعن أه ومنل أةانامأمقط عط! .1975 .لظا .5 .معطم0 - 9 
-500 165 27615005 83516 .1997 .لإع8311 .2 ال لمق .ا .لما .طعناكا ,.6 .ا ,ؤ5الا0] - 10 
.مدلا - عوصذا 0مق دنمأعاممم - .0ع لم2 .لإوماماأط عواناعع| 
-© عتأاعمعن مصأ كلاةاصقطععط تداناعع|81160 .1982 .01160 .ا 300 .نا ,0عةا55ع:0] - 11 
61 -727: 51 .تطعطعمز8 ,تع .رمق .أمقصاتطحدمن 
لمطاعم م : 01221160 أطلاط امام .1975 .0655مو0! .5 .0 300 .ا , مأعأودناء6 - 12 
.أأتلةا .عم .عصعنو م أأمعم5 3 طلتقامه» أقطا عقلاانا 0عممك أه مملأةاه5١‏ عط 10] 
2 - 772:3961 .561 .8630 
,وقاصماك تقاباعع!110 .1982 .امم نطصقك .ل 0صة طعذامع .اع ,. ! .5لأوامة/1 - 13 
.مكنا - ءارولا باعلا - عطقلا ومصارم5 0ن .اوناصقط /قصمتةهطقا 


الح 


0 "١ه‏ ا هعين11 شت ١‏ 


لات لمعملبية في البندسة الورائية 


تمثل تقنيات الهندسة الوراثية أحد أهم المرتكزات العلمية التى توصل الدها 
العلماء خلال القرن العشرين وأعتبرها البعض بمتاية تورة توازي فى 
ضخامتها وأهميتها العلمية الثورة التي أحدتها الكومييوتر ويرامجياته. 
وسنلاحظ من خلال هذا الكتاب أن هذه التقنيات العظيمة أتحدت سوية في 
بعض الطرق المستخدمة هنا ليتحقق منها فائدة ضخمة ساهمت كتيراً في 
أختصار العددد من خطوات عمل هذه التقندات. 

غطى الكتاب بفصوله العشرة معظم آليات ونقنيات العمل اللازمة في 
الهددسة الوراثية والوراثة الجزدئية مع ملاحظات لنقسور أو نوضعح العديد 
من خطوات العمل لجعل هذه التقنيات واضحة ويسيطة ومناسية للعمل 
المختبري للطلبه الجامعيين والباحثين. 


الناشر 


لي 


انشووتتو بيع 
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